


raff 



OFICINA ESPANOLA DE 
PATENTES Y MARCAS 



ESPANA 



(0 Numero de publicacion: 2 146 552 
©Numero de solicitud: 009802465 
©Int. CL 7 : C07K 14/495 

C07K 14/71 

A61K 38/18 



© 



SOLICITUD DE PATENTE 



Al 



©Fecha de presentation: 24.11.1998 



©Fecha de publicacion de la solicitud 01.08.2000 



®JEf c Jb? de P ubI 'caci6n de! folleto de la solicitud 
01.08.2000 



©Solicitante/s: INSTITUTO CIENTIFICO Y 

TECNOLOGICO DE NAVARRA, S.A. 

Avda. Pio XII, 53 

31008 Pamplona, Navarra, ES 

©Inventor/es Ezquerro Saenz, Ignacio Jose; 
Lasarte Sagastibelza, Juan Jose; 
Prieto Valtuena, Jesiis y 
Borras Cuesta, Francisco 

Agente Elzaburu Marquez, Alberto 



©Tftulo: Peptidos inhibidores de TGF/31. 



(?V Resumen: 

Peptidos inhibidores de TGF.Jl. 

Peptidos sinteticos antaeonistas, obtenidos de TGFJl 
o de sus receptores en el organismo. que pueden ser 
utilizados en la fabricacidn tanto por si' solos como 
las secuencias ge'nicas que los codifican v los sistemas 
recombinantes que los expresen, en la fabricacion de 
composiciones utiles para el tratamiento de enfer- 
medades hepaticas y ma's concretamente en casos 
de fibrosis Dichas composiciones pueden incluir op- 
cionalmente mimotopos de dichos pe'ptidos activos. 



CM 

in 
in 

CD 



CNJ 

(/) 
UJ 



Venta de IWfculos: Oficina Espanola de Patents y Marcas. C/Panam*, 1 - 280*0 Madrid 



ES 2 146 552 Al 



DESCRIPCION 



Peptidos inhibidores de TGF 31. 
5 Descripcion del estado de la tecnica 

El control del crecimiento celular esta regulado por diferentes protemas del grupo de los factores de 
crecimiento (Schalch DS v col (1979) Endocrinology 104:1143-1151). Entre los factores de crecimiento 
mas importantes implicados en el desarrollo celular, capaces de actuar de forma autocrine y paracnna 
se encuentran los factores transfor mantes del crecimiento (TGF, ^^™/ or ? , i? G ? Wi \l* C l?P 
(Braun L. y col. (1988) Cell Biol 85:1539-1543; Lyons RM y Moses HL (1990) Eur. J. Biochem. 18<:46,- 

473). 

El termino TGF se utilizo. por primera vez. para descrihir la actividad producida por una linea celular 
transformada con el virus del sarcoma murine (deLarco JE y Todaro GJ (1978) Proc. Natl. Acad. Sci. 
75-4001-4005 Mizel SB v col. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. 77:2205-2208). El sobrenadante de estas 
celular fue capaz de inducir el normal crecimiento, en agar blando, do celulas que necesitan un soporte 
soK&o para crecer. Estudios mas rspecificos pusieron en evidencia dos clases de TGP. que se denominaron 
TGFn v TGF 3 que a su vez abarcan a familias de protemas relacionadas. La familta del ldl J esta 
formada por 5 isoformas (Brand T. y Schneider MD (1995) J Mol. Oil Cardiol. 27:5 -18) dt^lructura 
dimerica (Schlunneger MP y Grutter MG (1992) Nature 358:430-434; Brand T. y Schneider MD (199o) 
J Mol Cell Cardiol. 27:5-18). Estudios de las protemas maduras, purificadas a partir de una misma 
especie. ban demostrado un alto grado de identidad entre sus secuencias (Tabla 1). 

Tabla 1. Homologia entre los diferentes tipos de TGF ^ TGFJl. TGF.?2 y TGF.?3 
procedente de humanos. TGF 34 procedente de polio y TGFJ5 procedenu- de rana. 
( Robert > AB y Sporn MB. 1990). 
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El TGF.H se sintetiza como un precursor de 390 aminn-ii.-i.Ur. denommado Pre-Pr<-T( .F.?l En una 
primera hidrolisis se produce la liberation de un fragment,, hi.lrofoho de 29 ammoacidos. que da Ingar 
al Pro-TGFJl Posteriormente se libera el TGFJ1 maduro .n.diante otro corte cn una region que pre- 
cede al extreme ammo del TGF,?1 y que const a de dos argininas. dando lugar a una prote.na de 1 12 
aminoacidos con un peso molecular de 12 kDa. Para dar lugar a la forma b.olog.camen.- h. »a. os d 
estos monomeros se unen entre sf P or medio de pueutes cl.sul.uro. ub.en.endose un dmiero e 2. k Da La, 
modificaciones de esta estructura provocan la perdida de la funcon b.olog.ca (Barnard J A > col. (1990) 
Biochim. Biophys. Acta 1032:79-87). 

Se conoce la existencia de varies dominios dentro de la estruc.ura del TGF..*1. ..no do estos dominios 
se encuentra localizado entre los aminoacidos 40 y 82 y est a .mpl.cado en la union del TGFJ1 a sus 
Scepfores celukres (Quian SW y col. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. 89:6290-6294; Burmester JK y col. 
(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. 90:8628-8632). 

Receptores del TGF 31 y olras prof (in as de union 

• ban caracterizado cinco tipos de receplores especificos para el TGF.J1 (Cheifetz S y col. (1988) 
J Bid ChSS 263 17225-17228 y Lopez Casillas F. y col. (1991) Cell 67:785-795). Estos receptores 
ienen distintas afinidades para los diferentes tipos de TGF.il. Los receptores tipo I, II y III so. . los mas 
conocidos hasta el momento (revisado en At.isano L y col (1994) Biochim. Biophys. Acta 1222.. 1-80, 
Derv nek R ? 994 Trends Biochem. Sci. 19:548-553; Tingling y col. (1995) B.och.m B.ophys. Ac a 
1242 15-136). Tambien se ban descrito los receptores de tipo IV (MacKay h . y 

J Biol Chem 266:9907-9911) v de tipo V (Icbijo H. y col ( 1991 J J. Biol. Chem. 26<>.224o9-224b4). 
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Se ha descrito tambien que los dominios transmembrana v citoplas-maticos de la endoglina (Cheifetz S 
y col. (1992) J. Biol. Chem. 267:19027-19030; Bellon T. y col. (1993) Eur. J. Immunol. 23-2340-2345' 
Yamashitay col. (1995) Biol Chem. 269:1995-2001; Zhang H. y col. (1996) J. Immunol. 156:564-573)) 
tiene alrededor de un 70% de analogia con los receptores de tipo III tanto humano como de rata. 

5 

El RIII seria el encargado de unir el TGF31 y presentarlo a RII que a su vez forman'a un complejo con 
RI CVamashita y col. (1994) J. Biol. Chem. 269:20172-20178) o a complejos en los que varias moleculas 
de RI se asocian con el RII (Weiss G. y Massague J. (1996) EMBO J 15:276-289). La interaction RII-RI 
provocaria la fosfonlaeion de RI y la posterior activacion de su serin/treonin quinasa la que fosforilana a 
io segundos mensajeros como las protemas MADR2 (Macias-Silva M y col., (1996) Cell 87:1215-1224). 

Papel del TGF.31 en la diferenciacion y rcgeneracion hepdiica 

Los efectos producidos son distintos dependiendo del momento del desarrollo v del tipo celular 

15 

• Aumento de la matriz ext racelular. al actuar sobre las celulas estelares hepaticas (celulas de Ito) prin- 
cipal fuente de protemas de la matriz (Musloe TA y col. (1987) Science 237:1333-1336). 

■ DifWr-nciacion de las celulas epiteliales a hepatocitos (Florini JR v col. (1986) J Biol Chem 26116509 
20 HJ->13). 

; Inhibition del crecimiento celular durante el proceso de regeneracion hepatica. Este efeclo es de «ran 
importance en el mantenimiento del reposo celular in vivo (Kalo Y y col (1988) Proc \atl \cad Sci 

85:95)2-05)6). 

• Inhibieion de la endocilosis del receptor del factor de crecimiento epitelial (FGF) como se ha podido 
observaren culhvosdr hepatocitos Stales de rata (Xoda M. v Rodan G A (1987) .1 Cell Phvsiol 133 426- 
13 0 

30 Pope I d<l TGF3 1 en la fibrosis hepdiica 

Ir S '- ha viM ° asociado a ]os procesos de fibrosis hepatica (Czaja MJ v col. ( 1989) J Cell Biol 

in.s:2 h r-2hs2: Annoni G. y col. (1992) J. Hepatol 11:259-261) provocando un aumento de la produccion 
f las P rot ^n.as de la matriz ext racelular, por las celulas estelares hepaticas (lipocitos o celulas de ho) 
355 .I" S,IS r ^T , ?fn S ^^ h i- ie ! ld ?. ,a sfnUrsis do ,as ™zimas proteoliticas que degradan la matriz (Ignot/ R \ V 
Massague J. (108b J. Bio . Chem. 261:4337-4345). En el lugado el TGF,?1 induce la smtesis de colageno 
> fibronectina en las celulas estelares hepaticas (\Veiner FR (1900) Hepatologv 11 1 11-117) Tambien 
exists una autorregulacion aumentandosu propia smtesis, mediante la induccion de su ARXm. 

40 EI TG VJl tambien se ye implicado en el aumento de la smtesis de la o2-\lacroglobulina sintetizada 
por los hepatocitos y las eel id as estelares hepaticas activadas. Mediante la union al TGT 31 v provocando 
su «nactivac,on (Bachem MG (1994) Ann XV Acad. Sci. 737:421-424) la o2-Macroglobulma eliminar a 
el IC.l-.il de los compartimentos extracelulares. 

4s FA estudio de pacientes afectados por un daiio hepatico cronico ha mostrado que existe una correlacion 
enlre la expresion del TGFJ] y la expresion del ARXm para el pro-colageno tipo I v los niveles sericos 
cle peptide tipo III del procolageno (Ca.stilla A. y col. (1991) X. Engl. J. Med. 32-1:933-940). 

Los pacientes con cirrosis hepat ica tienen una expect at iva de vida mas corta de lo normal debido a las 
50 comphcac.ones que aparecen en el curso de la enfermedad, como la hipertension portal o la insufkiencia 
ne pa 1 1 ca . 

Efeclo del TGFSl sobre la matriz eilracelular 

55 ha interaccion del TGF.il con los receptores celulares provoca: 

• Activacion de la smtesis de procolageno, fibronectina (Ignotz R A y col. (1987) J. Biol. Chem 202 6443- 
M4b) y protemas relacionadas, entre las que encontramos protemas de membrana capaces de interactuar 
con los componentes de la matriz extracelular (Carter \VG (1982) J. Biol. Chem 257- 1 3805- 1 38 15} 
60 ' '* 

F 1 ( 1990? Exp! Cell 1 Ret fow^?™ 1 * 0 ™™ ^ ta matriz (Fukamizu H. y Crinnell 
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• Estimulacion de la sintesis de inhibidores de enzimas proteoliticas (Fukamizu H. y Grinnell F. (1990) 
Exp. Cell Res. 190:276-282). 

Todo esto induce un aumento de las interacciones de la celula con la matriz extraocular, que junto a 
la mavor reorganizacion de las proteinas que la componen, da lugar a un aumento en la cant idad total de 
matriz extracelular (Roberts CJy col. (1988) J Biol. Chem. 263:4586-4592). Estas ^"CM* '"J™" 
la implicacion del TGF^l en procesos de cicatnzacion (Fukamizu H. y Grinnell F. (1990) Exp. Cell Res. 
190:276-282; Barnard J A y col. (1990) Biochim. Biophys. Acta 1032:. 9-8r). 

Pe'piidos como inhibidores it la interaccio'n ligando receptor 

Fxi<de la posibilidad de utilizar pequenas molecula-s. peptides sinteticos. como analogos do moleculas 
existent es en el organismo. con el fin de emular su funcion. Estudios reahzados por LeSateur y col de- 
muestran la posibflidad de usar analogos ciclados del factor de crecimiento nervioso (NdF. del ingles 
Went Growth Factor), emulando la regi6n de giro 3. permitiendo su union al receptor (LoSatour L. y col. 
(1996) Nature Biotechnology 14:1120-1122). Tambien es posible utilizar peptides como antagomstas do 
Uas moleculas. evitando que el factor native interaccione con su receptor per un bloquee m.^hado por el 
peptide (Lasartc J.l v cel. (1994) J. Acquired Immune Deficiency Syndromes « : 129- 134: LeSateur y col. 

1995) J Biol Chcni. 270:6564-6569). Estudios anteriores ban demostrado la utilidad de los peptides 
sinteticos come inhibidores de la interaccion hgando-receptor incluso en el case de que o ep.topo de 
recenecimiento no sea continue (Daniels AJ y cel. (1995) Mol. Pharmacol. 4i>:42:>- 132). O res estudios 
eahzados con el receptor tipe II del TCFil y con la fetuina. una ghcopro.enia del gnipo do receptor^ 
ipe II han demostrado la posibilidad de usar peptides ciclados como inhibidores de la mteracc.on del 
T(,F !i con e] MI (Dometriou M y col. (1996) J. Biol. Cbem. 271:12755-12.61). Con es.a cclacon se 
censigue obtener peptides con una estructura similar a la que se podria dar in yrvo . 

Desoripcion dttallada do la invoncioii 

Per las razenes indicadas mas aniba. pensamos que peptides procedentes tanto del TGF.il come de 
sus receptees, o «le proteinas con capacidad de union al TGF.1l. podnan ser mh.b.dorcs de la accon del 
T(iF ^1 Por lo que deoidimos explorar esta posibilidad. 

Fhrridn d< los peptides a sintctizar 

La eleccion de los peptides a sintctizar se realize de diferente manera sogi'm provinirrnn de] TGF .31 o 
de sus receptorcs. 

Fn el ca.o de la secuencia del TCFJl so sintetizaron peptides do 15 aminoaridos quo abarraron toda 
la secuencia del TGF.il. Cada peptide tenia 10 am.neacidos on comun con sus dos vecmos mmed.alos. 

Fn el case de las secuencias de sus receptees, los peptides se eligieron en base a pregramas in- 
formaticos dlsenados en nuestro laboratorio. Uno do estos pregramas pennito comparar dos secuencia, 
a (1 oacHlicas entre si. con el fin de predecir zona, parcialmen.e complement anas. 1 amb.cn so ut, zaro 
o tros pregramas capaces de predecir las zona, do las proteinas que se encentranan mas oxpuestas, en 
base a la hidrofohicidad e hidrofilicidad de los aminoaridos quo componen su secuenca 

Smlrsis d( pe'ptidos 

Los peptides se sintetizaron med.ante el metodo de faso solida (Merrifield (1963) 3 1 Am Ojjm Sec. 
85- 2149-54). utilizando fiuorenilmetiloxicarbonil (Fmoc come grupo protector temporal d. S r "P° 
amino ( \therton et al (1989) Journal of Chemical Society Perkins Transactions 1: o38->40. I ara la 
5 "sis ( "de pequ ^nas cantidades de un gran numero do peptides se utilize un smtetiz ^or mult . pie quo 
permite la Tintesis s.multanea de 96 peptides (BorrAs-Cuesta o, al. (1991) Biological. 19. 1*,-190). Los 
peptides se conservaron a -S0°C al est ado solido hast a su utihzacion. 

Purificario'n d( lot pe'piidos por HPLC 

Lo. peptides sintetizades se analizaron y purificaren mediante cromatografia h'quida do aha presion 
(HPLC). utilizando un sistema Waters 600E-900 {Milhpore Corp.. Bedford. Estados I mdos). 
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Para el anahsis de los peptidos, por HPLC analftico, se utilizo una columna Waters Radial-Pak™ C ls 
300 A 15 jim 8x100mm (Millipore Corp., Bedford, Estados Vnidos). El peptido se disolvio en una so- 
lucion de TFA 01% en agua destilada, a una concentracion maxima de 1 mg/ml. La solucion de peptido 
se inyecto (100/xl) en la columna y se eluyo en un gradients de agua/acetonitrilo (Figura 15) (Romil 
5 Ltd., Cambndge, Estados Imdos) ambos con 0,1% TFA a un flujo de 1 ml/minuto. Las fracciones que 
conteman e] peptido se detectaron por su absorbancia a 220 nm y 280 nm (photo diode array detector 
waters 991, Millipore Corp.. Bedford, Estados Umdos). ' 

Parasu purification se utilize una columna Waters Delta-Pak™ C ls 300 A 15 ^m, 25x100mm (Milli- 
10 pore Corp., Bedford, Estados Vnidos). El peptido se disolvio y se inyecto (2 ml) en las mismas condiciones 
que en e caso anterior, utihzandose el mismo gradiente a un flujo de 5 ml/min. La fraccion que contem'a 
el peptido puro se recogio en un matraz. 1 

Erpenmentacwn in vitro . Estudw de la aciindad de ios peptidos 

1 5 

Linear a Mares 

r- /^.",V liz6 I'" 3 lmea Procedente de epitelio de pulmon de vison, MV-l-Lu (CCL-6J. American Tune 
( ill C allure. Urgmia Estados Vmdos). Las celulas se cultivaron en frascos de cultivode 1(52 cm 3 (Costar 
Corporation Cambridge. Estados Vnidos) en una estufa a 37°C y 5% de CO-,, hasta akanzar la sub- 
confluenria. Se utilize un mecho complete: RPMI 1640 con L-glutamina ( GibcoBRL. Life Technologies 
Ltd I aisle y. tscocia) suplementado con un 5 9? de suero de ternera fetal (ECS. Bioioq,cal industries 
hibbiitzBei, Haemek, Israel) HEPES 10 ,„M (HE PES Buffer 1M. Bio-Whittakcr. Verriers.Belg aU 
antibioticos (pemcilina lOOL/ml y estreptomicina 100 //g/ml). 

Ensayo de mhibicion del crccimirnto dt hi h'nea celuIarMV- 1-Lu 

Las celulas Mv-l-Lu crecidas tal y romo se indica mas arriba, se despegaron del fondo de los fras- 
cos de cu tivout.hzando o ml de tripsina-EDTA (Biological Industries. Kibbutz Belt Haemek Israel) se 
3o resuspend.eron en medio complete y se centiifugaron a 1500 r.p.m. durante 8 minutos. Tras la centrifu- 
gacion las celu as se resuspendieron en medio completo a una concentracion de 50000 celulas/m] Para 
la reahzac.on del ensayo se tomaron 10 ml de la suspension de celulas y se dispensaron a placable 90 
poc. Ios de fondo piano ( Costar Corporation. Cambridge Estados Vmdos) anadiendo 100 ,,1/pocillo v se 

35 poc 1 1 los I iia vez transcurr.do este liempo se anadieron los peptides a ensavar en RPMf a una 

concent racon final de 20C » //g/ml en presencia de una concentracion de 200 pg/ml de TC.FJl'en RPMI 



20 



as 



10 




.rii rnTr 11 5 penodo f. de "ncubacidn las celulas se despegaron del fondo de los pocillos con 

tT.p-sina-EDTA y se recogieron utihzando un recolector manual ( Tile rtek cell harvester, Skatron Instru- 
45 S VAT n1\7\f S : ados T l " tdos ) <f< hsa ' as «'"' a * recogiendo el ADN en filtros de nitrocelulosa 
Sr!Z ■ a- -a i Instruments Inc., Sterling. Estados Vnidos) donde queda fijado. Los filtros 

se colocaron .ndiv.dualmente en tubos de polipropileno de 5 ml a los que se anadio 4 ml de bquido de 
centel leo (Biogreen-U, Reactivos Scharlau S.A., Barcelona, Espana). La actividad de cada tubo se cuan- 
tifico durante 90 segundos en un contador de centelleo 3 LKB (Beta plate system, L KB, Upssala, Suiza). 

50 Estudio de la mhibicion de la union del TGFjl a los receptorcs celulares 

Marcaje seiectho de los receptores celulares (Affinity labeling) 
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Las celulas MV-l-Lu se despegaron de los frascos de cultivo incubandolas a37°C durante 10 minutos 
con 10 ml de la solucion 1 (NaCl 128 mM KC1 5 mM, 4-(2-hidroxietil)-l- P i P erazinetanosulfonat ™5 mM 
?\aCl i28 S , Af KPi n - (f E ?7A V^NV? ™ des P^-ia S se resuspendieron en la solucion 2 

li c/i , o ii « ° / ■^•( 2 - h,droxle,ll )-l-piperazinetanosulfonato 50 mM a pH 7 5 CaCL, 1 2 mM 
MgSO, 1,2 mM y 5 mg/ml BSA) y se recogieron por centrifugacion a 1000 x g. duran e 5 minutos Tri 
la centrifugacion las celulas se resuspendieron en la solucion 2 a una concentracion de 10 s celulas/ml 

CmllF R FrUtf tA SUSp /" si6n C ^ lar / e hici 5 r ° n al.cuotas de 0,5 ml en placas de 24 pocillos (Gretner 
GmbH. Fnckenhausen. Alemama) donde se anadieron los peptidos, en 50 pi de una solucion 0,8 mg/ml, 
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se incubaron durante 2 horas a 4°C en agitacion. Posteriormente se anadio . » 8 I-TGF^1 (2/iCi) a una 
concentracion final de 277,2 P M (™I-TGFpi human recombinant 800-2200Ci/mmol, Amersham Life 
Science, Buckinghamshire, Reino Umdo) y se incubo durante otras dos horas a 4°C en agitacion. 

Tras la incubacion las celulas se transfirieron a un tubo de centn'fuga donde se centrifugaron en fn'o 
a 12000 x g. durante 1 minuto. Posteriormente se lavaron 2 veces en solucion 2 fria y se resuspendieron 

a & . . . _ „ , _ , , ,. ir-_-j_ / n l rci-i nn s CZ G,„ rnn r*h*mirnl On Si I nuts 




precipitaao ae ceiuias be rwuspcuuiu cu .... — ^ — , v ., i a n i m 

dos Unidos) 1% v/v. Tris 10 mM a pH 7,0, EDTA 1 mM, Femlmetilsulfoni fluoruro 0,lmM 
liig/ml v Leupeptin 1/ig/ml (Sijma Chemical Co.. St. Louis, Estados Unidos) y se .ncubo duran e 40 
minutos a 4°C. La fraccion insoluble en detergente se separa P or centnfiigacion a 12000 x g. durante lo 
minutos La* fracciones solubles en detergente (sobrenadante) e insoluble (precip.tado) se congelaron a 
-20°C (Massague J y Like B. (1985) J. Biol. Chem. 260:2030-2645). 

Ehctroforesis d( proteinas en gel d< poiiacrilamida-dodecilsitlfaio-so'dico 

Las fracciones soluble e insoluble en detergente se utilizaron para analisis elect roforeticos en geles de 
0 acrilamida/bisacrilamida al 7.5 9? durante 5-6 horas a 220 voltios. 

La tincion de las proteinas se realize con una solucion de comassu brillani blue® R250 {Sen a Fem- 
biochemica GmbH. Heidelberg. Alemania) en metanol 50%. acido acet.co \ 0% y^^ 1 ^^^ 
30 minutos. Los lavados posteriores se realizaron con una solucion de metanol o0 A , acido acetico 10/,. 
, v agua destilada durante 15 minutos. en un primer lavado y metanol 2.5*. acdo acet.co O.otf y agua 
destilada, en los siguiente.s lavados, hast a la elimmacion del color de fondo. 

Citonu In'a <lt flujo 

\ a inhibicion do la union del TGF JI. mediada por los peptidos a los receptores celulares se midio 
! ° med ante el metodo de inmunofluorescencia directa. Para ello se ut.lizo un Kit de mmunofluorescenc.a 
Trhorokinc rh TGF3-bwtin. RCD Systems Burope Ltd.. Abu.gdon Re mo imdo). Este ensayo esta ba- 
sado en la capacidad do union del TGFil biotinilado a los receptores celulares, de forma especfic a v la 
posterior interaccion de la biotina con avidina fiuoresceinada; de tal forma que la mtensulad de la senal 
- dependera de la cantidad de TGFJ1 unido a los receptores celulares. 

La* celulas MV-l-Lu crecidas en frascos de 162 cm- se despegaron utilizando la soluci6n 1 (descrita 
anteriormente) v se resuspendieron en suero fisiolog.co para su centrifugacion a oOO x g. durante 5 minii- 
To Tr" la centrifugacion las celulas se resuspendieron de nuevo en suero fis.ologico a una co»ice„trac,on 
de 4x10'"' celulas/ml Se anadieron 25 »\ de la suspension celular a tubos de boros.hcato de 12x,o mm i a 
0 £ que se anadio el peptido a ensayar en 40 ,d de medio RPMI 1640, dando una concentracion fina de 
0 42 Jm v 10 »\ de TGFJ1 biotn.ilado. Como control de la especific.dacl se anadio 10 /il do un react.vo 
oiofiSLmimstrado por el Kit, como control positivose anadio 10 ,1 de TGYJl in.lado , y como 
control negative se anadio 20 ,,1 de un anticuerpo bloqueante anti-TGFJl. En todos los controles se 
. aTadS suero fisiologico hasta alcanzar un volumen total de 75 „1. Todos los tubos se mcubaron durante 
Ao una bora a 4°C en oscuridad. 

Transcurridoel periodo de incubacion se ™diol0_ f l^ 
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min»«£?S™ Z oscu rid^tt- ^ 2 mf* una solucion de lavado (RDF1) y se centrifuge 

a 00 x durante 6 mmutos. El preenpitado celular se resuspendio en 0 2 ml de 

citometrico(F.4 CScan, Becton Dickinson Immunocytometry Systems, California Est ados Imdos). E^te 
pSSto penniteniedir la fluorescencia emitida por cada celula al incdir sobre ella un haz de laser 
n edianteun programa informat ico {Lisys™ II, Becton Dickinson Imm unocytometry Sys ems Ca forma, 
TsUdos Untdos) En la Figura 16 se muestra una imagen tipica del anabsis por ctometna de flujo. 

Para la obtencion de los datos de inhibicion de la union del TGF^l a los receptores se utilizo el 
control nosiUvo del ensavo para delimitar los campos correspondientes a las celulas marcadas, que han 
unido al TGFJl biotina" (M2) y a las celulas no marcadas (Ml). Una vez dehm.tados los campos se 
cal -uld el porcenta e de celulas que se encontraba dentro de cada uno. Se hizo lo mismo con los datos 
obte klos cuando se inenbaba el peptido con TGF.Jl-biotina o con las celulas. segun fueran , procede ntes 
oDtemaos resoectivamente Con estos datos se calculo el porcentaje de inhibicion 

t l^Z^^^Usi^^^ - ((M2 Pe P tido-M2 Negativo)xl00/(M2 Positivo-M2 
Negativo)). 
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Experimentacion in vivo . Modelo de fibrosis experimental 

Se utilizaron ratas blancas macho (raza Wistar albina), procedentes de camadas simultaneas (5 se- 
manas ±1,5 semanas), con el fin de obtener un grupo homoge'neo en edad, v peso inicial. A lo largo del 
?™ 0 °£° experimentacion, los animales fueron mantenidos en condiciones de temperatura constante 
(22 C) y con un ciclo luz/oscundad de 12 horas. Tuvieron libre acceso al agua y a la comida. 

Se indujo cirrosis hepatica (CH) mediante inhalacion de tetracloruro de carbono, durante 1 1 semanas 
dos veces por semana (Lopez Novoa JM y col (1976) Patologia IX:223-240; Camps J. v col (1987) Gas- 
troenterology 93:498-505). La exposicion al CCL, se efectu6 haciendo burbujear aire comprimido a un 
Hujo de 3 htros/m.nuto, a traves de un frasco lavador de gases. Se comenzo con un minuto de exposicion 
aumentandoen un minuto por semana hasta llegar a 4 minutos en la cuarta semana. Durante la quinta 
semana no se admimstro CCL,, comenzando de nuevo a la sexta semana con una exposicion de 5 minutos 
Este t.empo de exposicion se mantuvo hasta la semana 11. En el agua de bebida se anadio -100 mg/1 de 
fenobarb.tal (Luminal Bayer, Leverkusen, Alema,ua). desde una semana antes de iniciar la exposicion 
al (CL, y hasta el final del penodo de experimentacion. Antes de iniciar el tratamiento se deio una 
semana, en la que no se les admimstro CC1 4 . Durante el tratamiento se les administro una dosis semanal 
C CI,,, romo recuerdo (Figura 2). 

Dislribucion d( los animales 

I os animales se distribuyeron en 1 grupos antes de miciarse el proceso de inducci6n de la cirrosis 
hepatica. Conlrolts 5a„os (Co): Animales que no fueron som-tidos al proceso de fibrosis. 

Conlrohs Sanos tralados (Co+P I .{.{): AnimaW que no fueron sometidos al proceso de fibrosis v se le. 
delTu'po^le ralas'Tti! durail,P las 3 " ,,imas scmanas (coincidiendo en el tiempo con ,-l tratamiento 

Contwlf* Cirroticos I fdj: Animales some.idos al proceso de induccion de cirrosis por inhalacion de 
C C I,, dos veces por semana. Estos animales se separaron en 2 grupos al llegar a la quinta semana: 

Conlrolts Cirroticos 1 (CiJ: Animales que siguieron som-lidos al proceso d<- in.Iiircion de la 
fibrosis hasta la semana 11, sin administrates e! peptido Pi l l. Se le.s administro suero salino en 
clias alternos, durante todo el proceso de induccion (semana- 5 all). 

Cirrot.cos Tralados I (TU n ): Animales a los que se le administro el peptide Pi l l procedenf- de 
la secuenc.a del receptor tipo III. en d.'as alternos. duratii.- .1 proceso de in.luccion de la fibrosis 
desde la semana 5 hasta la semana 11. 

r^iKiTlV ?7?' p? ;V Ci ' jJ Anin 1 1 . a|ps ^ *'W" OTO " ^n,,tid.,> ;,| proceso de jmh.ecion de la fibrosis sin 
reob.r el pept.do Pill m suero sahno. Este grupo se subdivide en otros dos al llegar a la semana 11. 

Conlrolts Cirroticos >2 (Ci 2 ). Animales cirr6ticos que no fn. ron sometidos a ningun lino d«- tra- 
tamiento mantemendose como controles. Esto. animales roribieron inveeriones de suero salino 
durante 3 semanas (semanas 13 a 15). 

Cirroticos Trat ados J (Tto 2 ): Animales cirroticos que fu.To,, ,ra.ados con el peptido ,>rocedent, de 
la secuencia del receptor ttpo III (Pl-14). durante 3 scmanas (.emanas 13 a 15) 

Tratamicnlo dt los animales 

■ Grupo Tto i: Estos animales fueron sometidos a tratamiento durante el proceso de fibrosis El trata- 
miento con e pept.do se imc.o en la quinta semana, (antes de la exposicion al CC1, durante 5 m mHos) 
y se cont.nuo hasta finahzar las once semanas del proceso de indu<ci6n de cirrosis. minutos) 

• Grupo Tto 2 : Estos animales fueron sometidos a tratamiento d.-spues de finalizado el proceso de in- 
^Cclf^^^:t r a,amif,1,OSe ,mri6 Una ~ ^ * ]a ™»» ^.l.ci6n 

Antes de iniciar el tratamiento y al finalizarlo se extrajo sangre a todos los animales sometidos al 
tratamiento con el pept.do. El peptido fue administrado por inyecnon subcutanea. en la zona a H omina 
a una dosis de , 0 //g/an.mal en 500 m de suero fisiologico aominai 
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Sacrificio de los animates y diseccio'n del higado 

Finalizado el tratamiento de los animales con el peptide, tanto en el modelo con ratas como en el de 
ratones, se sacrificaron por decapitacion, despues de haberles extrafdo sangre del plexo retrorbital con 
un capilar. 

Inmediatamente despues se procedio a la diseccion del higado y la recogida de muestras. 

Se cortaron las muestras v se introdujeron en formol como solucion fijadora. para su posterior analisis 
histologico. Otros fragmento's se introdujeron en criotubos, que tras la inmersion en nitrogeno hquido se 
conservaTon a -80° C. 

Evaluacwn anatomopatoldgtca del higado 

El estudio histologico se realize en fragmentos de higado previamente fijados en formol durante al 
menos 24 horas, transcurridas las cuales se introdujeron en etanol (70Vc). 

Tra. la de<diidrataci6n se procedio a la inclusion en bloques de parafina. De los hloques obtenklos se 
rP-,li7aron cortex seriados de 3 um de espesor, empleando un microlomo de rotacion Leitz y curhillas do 
Zto V^ln^U "a la tincion los cortes se desparafinaron en xilol (,l „./.*. BDI1. Pooh. Re, no I nido) 
durante 15 minutos. despues de cabmtarlos a <>0°C en una estufa. ^ n Tor'^ 

mediante pasos sucesivos por alcoholes de concent racion decrenente 100<X. 9<>V<\ *0 7<. > -OX hnahzando 
en agua. Se realizaron las siguientes tinciones: 

Hematoxilina-Eosina. 

Tricromico de Masson (l.ocquin M. y I.angeron, (1985) en Man....! de Microscop.a Ed Labor S.A Barce- 
lona): Utiliza un colornnte especifico para protehias colagenicas (verde luz). 

Rojo Sirio: Tincion especifica para colageno 
Confirmacion dt la fibrosis hepntica: analisis <l< nnagrn 

Para el analisis de imagen de las muestras obtenidas se utilize un microscopin de In/ (Olympus Till- J. 
Tokio JapTn) conect ado a una camara de vuleo (Sony DXP-'^P. Sony Co loku, ^.' ^ ^Z 
se captaron los diferentes campos de cada preparacion. Se lomaron .1 campos de manera aleator.a a pa.t 
de cada preparac.on tenida con rojo sirio. Las diferen.es im.lgenes cap.adas so auahzaron por n echo d ; 

n programa informa.ico ( Visihg U-5. Xoesis. Orsay Franca) capaz de calcular el area W ro s 
el area total de la preparacion. Con estos datos se calculo un md.ee de fibrosa (area de fimos.s/an a 
total) de cada campo Para poder u.ilizar este programa se neces.,6 mo.hficar la ad,,U,s,c,on de las 

magenes mediante la utilizac,6n de fibres de luz polarizada ^Olympus -POT. Tok.o Japo, > d- luz 
vercfe (Olympus IF550. Tokio. Japon) lo que permi.io la automat .zac.on del proceso de auahsis d. las 
muestras. 

Diteccwn de colageno en cortes de 1 >, fim d( lejido parafinado 

Los cortes de 14 ,/m que se utilizaron para esta tecnica se obt uvieron de la misma manera que los cortes 
de U m aniriormente mencionados. Estos cortes fueron some.idos a un proceso de desparafimzacion 
durante 12 horas en xilol. Una vez eliminada la parafina. las nmestra* fueron h.dratadas pasandolas por 
diferentes grades de alcohol 90 9c , 809?, 50 9U finalizando el proceso en agua dest.lada. 

Una vez hidra.adas se sometieron a un proceso de pretincon en una solucion de 100 nig de Fast 
Green FCF (Fluka chcnuka-BioChenuka, Buchs. Sunn) en 160 ml de acdo picnco ( Me rk. D«rmsiadi 
Alenania) saturado durante 15 minutos en oscuridad. Las muestras se lavaron por inmersion en agua 
1 a " qu ede^on de colorear el agua de lavado. Una vez eliminado el "^f^™ 1 ^™^! 
tineron durante 30 minutos en oscuridad en una solucion de 1(,0 tug de Direct Red SO (Fluka themiha 
B 7oChem k , Buchs Suha) v 64 mg de Fast Green, ambos coloran.es en 160 ml de acdo picr.ee saturado. 
le lairo, de nuevol as a eliminartl coloran.e sobrante y se procedio a despegar las nostras de \os portas 
med.ante el ra^pado de la muestra con una espatula pequena Los cortes as, despegados se ■ „,trodu e on 
e i diferentes tubos que conteman 3 ml de una solucion de XaOH 0,1 > (Qmmon MontpU t& Est eban 
7 A Bare elona Espana) v Metanol (1:1). Se tomaron ahcuo.as de los d.ferentes tubos para su lectura 
«elef^^5"(I.iHM.5 A/VIS spectrophotonutir, P< rkm-Elmer, Aorwft-. ^slrudos) 
a longftudes de onda de 540 tin. y 630 nm ut.lizandose como bianco una al.cuota de la solucon de NaOH 
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?ii£i y T Met ? n £ 1 ( L6 P ez , de Le6n A. y Rojkind (1985) Histochem Cytochem 33:737-743; Gaudio E. y col 
(1993) Int. J. Exp. Path. 74:463-469). 

De acuerdo a los trabajos de Gaudio E. y col. (1993) Int. J. Exp. Path. 74:463-469) se utilizaron las 
siguientes formulas para la obtencion de las cantidades de colageno y de protema total: 

mg Colageno = absorbancia a & 40 nm - absorhancia a 630 nm 

37 ~ 

mg Colageno/mg proteina total = . mg Colageno 

mg Colageno + mg proteinas no colagenicas 

Protemas no colagenicas = absorbancia a 630 nm 

Trvfamiento esladt'stico dt los resuHados 

Los datos obtenidos en la experiment acidn in vivo se sometieron a analisis estadistico. La normaiidad 
de las variables cuant it at nas se comprobo mediante el ensayo de Shapiro- Wilks. 

D. bido a que los datos no se ajustaban a una distribution normal so realize estadistica no parametria 
La romparacon entre grupos se hizo mediante la H de Kruskal-Wallis seguida de la compnracion de V 

Mann-W Intiiey. Los datos se graficaron mediante cajas represent andose la mediana de los datos h'nea 
gruosn dentro de cada caja. junto con el rango intercuartilico. altura de la caja. mientras que los bi-otes 
rimrtffiro** r<M>rCSC " ,a " ,aS observaf,on ^ mas al,a * >" '"as ba.jas dentro de un determinado rango inter- 

La asociacion enl re variables se estudio mediante la prueba exacta de Fisher Se realize una regresion 
logi.-tira para estudiar la mdependencia de la asociacion de estas variables. 

S< considero significativo el valor de P igual o menor d>- 0.05. 

To. los ios analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa SPSS para Windows V 6.1.3. 
fiiliibiridn in ijtro d( la adindad d<l TGFil 

r.itsnijo dc nihibicion dd crtcimitnlo celular d< la hnea MY-l-l.u 

.... F -| T f ; l 3 \ es una ««OM»ina capaz de inhibir el crecimiento in vitro de la h'nea celular MV-l-In 
mm^l'^"?^ y ^ (1989) r ^ In T'- 83:761-770: BTen^n FM y col. (1990) Clin. Exp 
so Z 1 Tt(-f1; Trl >)- rf° r / 1UC hnea SP "," 1,Z6 P nra ° ,,Sa - Var H ,,f<,cto Wonueanle de los peptides 
^ i,J , diferentes comb.naciones de med.os. celulas y timidina se est.ulio el efecto de dis- 

.. ..a. concentrates de TGFil sob re la mcorporacion de [me,il-3 H ] timidina, por parte de las celulas 
se mi^en la n g ma 3. ""'"^ " r ° nciicion< " mas ^»**»» P«ra el ensayo. Estas condicioncs 

Fna vez determinates tan to la concent racion optima de celulas MV-l-Lu (5000 cehilas/pocillo) como 
la menor concentrator, de TGFJl capaz de producir una inhibicion de alrededor del 90fc (200 ™/ml 
F.gura l») se ensayo el efecto mhib.torio de los peptides sinteticos a la concentracion de 200 J^/mf 

fvh/bicdn n, vitro d( la aclividad de! TGFJl mediante ju'plidos sn>1ct,cos 

Los peptides sinteticos potencialmente inhibidores <le la actividad del TGFJl, eleddo* tal como se 
n.dica mas arnba en la seccion: eleccion de los peptides a sintetizar (t ante los procedentes de pro emas 
que se mien al TGFJl como del propio TGFJl) se ensayaron u.ihzando la hnea celular MV-1 I „ os 
pepudos se di.solv.eron en medio RPMI tamponade, libre de suero de temera fetal y se procedio como 

dad^lelTCF^ P " r ^ ne f ien,es * la secuencia de) receptor, o complement arios a los picos de hidrofilici- 
dad del TGFJl, se tncubaron durante 30 minutos en presencia de esta citoquina y luego se agregaron 

a , de'l/adi ion deT^F T Pr ° Cedent ! S d ^ la -cuencia del TGFJl se anadieron af cultivo cflula 
ante* de la adicion del TGFJl. para que interaccionaran con los receptores de la superfine celular Estas 
mcubacones se realizaron en 100 „1 del mismo medio que el ut ilizado para anadir las celulas Lo peptides 
aenvos perm,t,eron el crec.miento celular en mayor o menor grade segun fuera su capacidad de inhibir al 
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Inhtbicion del TGFj3l medtanie pe'ptidos procedentes del TGFfil 

En una primera etapa se sintetizaron peptidos solapados procedentes del TGF,31. Estos pepti 
(Tabla 2) se sintetizaron pensando que alguno de ellos podn'a unirse a los receptores celulares, impidiei 
de esta manera la union del TGF 31 natural a estos receptores. 

Tabla 2. Peptidos procedentes del TGF/31. Se indica el mimero del peptide junto a su 
posicion en la secuencia completa, asi como su secuencia de aminoacidos. Por comodidad 
de si'ntesis todos los peptidos se sintetizaron con una alanina anadida en el extremo C- 
terminal que no se indica en la tabla. 



Peptide* Secuencia 

pi ? , 3) AlaLeuAspThrAsnTyrCysPheSerSerThrGluLysAsn 

P2 12g , 2,7, AsnTyrCysSerSerThrGluLysAsnCysCysValArg 

P3.289 sol, SerSerThrGluLysAsnCysCysValArgGlnLeuTyrlle 

P4 2 9« 307, CysCysValArgGlnLeuTyrlleAspPheArgLysAspLeu 

p 5 | IM " JU) GlnLeuTyrlleAspPheArgLysAspLeuGlyTrpLysTrp 

P6.302 315) AspPheArgLysAspLeuGlyTrpLysTrpIleHisGluPro 

P"7 13 o6 3i», AspLeuGlyTrpLysTrpIleHisGluProLysGlyTyrHis 

P8 08 32D GlyTrpLysTrpIleHisGluProLysGlyTyrHisAlaAsn 

P9«Iii jm IleHisGluProLysGlyTyrHi sAlaAsnPheCysLeuGly 

P10 (31 « 329) LysGlyTyrHisAlaAsnPheCysLeuGlyProCysProTyr 

P11.319 333, HisAlaAsnPheCysLeuGlyProCysProTyrlleTrpSerLeu 

P12 322 33s, PheCysLeuGlyProCysProTyrlleTrpSerLeuAspThr 

P13,32« 339) ProCysProTyrlleTrpSerLeuAspThrGlnTyrSerLys 

P14 ( 33o 343) IleTrpSerLeuAspThrGlnTyrSerLysValLeuAlaLeu 

PIS 33s 349, ThrGlnTyrSerLysValLeuAlaLeuTyrAsnGlnHisAsnPro 

Pie'jat.j],', GlnTyrSerLysValLeuAlaLeuTyrAsnGlnHisAsnPro 

P17 340 353, ValLeuAlaLeuTyrAsnGlnHisAsnProGIyAlaSerAla 

P18 3 3 \ sa] LeuTyrAsnGlnHisAsnProGlyAlaSerAlaAlaProCysCys 

P19*, , s „ TyrAsnGlnHisAsnProGlyAlaSerAlaAlaProCysCys 

P20 (3<18 , 60 , AsnProGlyAlaSerAiaAlaProCysCysValProGln 

P21 (3i0 3„, GlyAlaSerAlaAlaProCysCysValProGlnAlaLeuGlu 

P22 3S71 AlaProCysCysValProGlnAlaLeuGluProLeuProIle 

P23' 3S8 37u ValProGlnAlaLeuGluProLeuProIleValTyrTyrVal 

P24 36 , 3,7, ProLeuProIleValTyrTyrValGlyArgLysProLysVal 

P25 its sen ValTyrTyrValGlyArgLysProLysValGluGlnLeuSer 

P26 372 GlyArgLysProLysValGluGlnLeuSerAsnMetlleVal 

P27 (379 _ 391! GluGlnLeuSerAsnMetlleValArgSerCysLysCysSer 

Fn la Figura 4 se muestra el efecto inhibitorio de los peptidos de la Tabla 6 sobre la actividad dd 
TGf"i Pu?sto que el TGF.31 inhibe el crecimiento de las celulas M\ -1-Lu, la m nbicjon de esta c.to- 
quina mediant? los peptidos conlleva el restablecimiento de) crecimiento de las celulas M\ -1-Lu. 

Como se puede observar en la Figura 4 el peptide PI 2. procedente de la secuencia del TGF,?1 cs 
el qu, presenta una mavor actividad inhibitoria del TGF.?1. Con el fin de estud.ar con mas deta le el 
efecto inhibitorio del peptide P12 se realize un estudio del efecto de la concentracion del pept.do sobre 
la inhibition de la citoquina, el cual se indica a cont imiacion. 

Ensayo dosis-rcsputsia d( la mhMcion del TGF. 3 1 por el ptptido P12 

Se e^tudio el efecto de la concent racion del peptide P12 sobre la inhibition de la actividad del TGF;?1. 
Debide a que este peptide no fue facilmente soluble en el medio de ensayo se prepararon soluciones o 
Spensiones nl adre P de concent racion nominal de peptide (aquella que se hub.era logrado s, el pept.de se 
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hubiera disuelto completamente) y a partir de ellas se tomaron ahcuotas que se filtraron o bien se usaron 
directamente para los ensayos de inhibicion. 

En la Figura 5 se estudia el efecto inhibidor de concentraciones nominales de peptido, antes v despues 
de filtrar. Se observa que el peptido P12 filtrado y sin filtrar tiene practicamente la misma actividad. 

Una vez obtenidos los resultados con el peptido P12 se decidio alargar el peptido tanto, en el sentido 
.\-termmal como C-terminal y estudiar el efecto sobre su actividad. Ademas se hicieron modificaciones 
en su secuencia para mejorar su solubilidad y estudiar la import ancia de las dos Cisteinas de su secuencia 
sobre la activ.dad mhibitona del TGF/J1. Los peptidos sintetizados se indican en la Tabia 3. 

Tabla3. Peptidos procedentes de la modification del peptido P12. 

Peptido Secuencia 

P12 (32203S) PheCysLeuGlyProCysProTyrlleTrpSerLeuAspThr 

P28 ( 3 22 . 3(H) PheCysLeuGlyProCysProTyrlleTrpSerLeuAspThrGlnLvsVal 
LeuAlaLeuTyr 

P29,3 13 - 335) HisGluProLysGlyTyrHisAlaAsnPheCysLeuGlyProCysProTvr 
IleTrpSerLeuAspThr Y 

P30 p heSerLeuGlyProCysProTyrIleTrpSerLeuAspThr 

P31 Ph eCysLeuGlyProSerProTyrIleTrpSerLeuAspThr 

P32 pheSe rLeuGlyProSerProTyrIleTrpSerLeuAspThr 

P33 PheC ysLeuGlyProCysProTyrIleTrpSerAspA S pAsp 

PJ4 A 3PAspAspGlyProCysProTyrIleTrpSerLeuAspThr 

P35 As PAspAspGlyProCysProTyrIleTrpSerAspAspAsp 

P36 GlyProCysProTyrlleTrpSerAspAspAsp 

P37 AspAspAspGlyProCysProTyrlleTrpSer 

P38 AspGlyProCysProTyrlleTrpSerAsp 

Tabla 3 8 Fig " ra 6 * mu * Slran '° S resul,ados ^ •« inhibicion del TGF.Jl por parte de los peptidos de la 

En la Figura 6 se observa que el peptido P29 es activo. Este peptide engloha al peptido Pl2 probado 
antenormen.e y tiene 9 ammoac.dos mas hacia el extreme N-terminal (Ffgura 4) Est udios rea izados 
porQuian S^ y col. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. 89:6290-6294) y per Burmester JK v col 993 
Proc ■ Natl. Acad. Sc.. 90:8628-8632) mediante la utilizac.on de proteinas quimericas recombinant^ 
.dent.ficaren una region del TGFJl necesaria para la actividad de esta citoquina (aminoacidos 40 a 82 

eta drfTTF S J F f\ m K dUr0) - Se eSPeCU ' 6 qUP d P^ tido P29 (aminoicidosVi a 56, eT, fa secuen 
cia del TGF.JM madure) al abarcar una zona mayor que el peptido P12 (aminoacidos 43 a 56) podrfa 
adqumr una estructura tnd.mensional mas semejante a la estructura del TGF.il en circulacion Por es e 
per afinidad ° ^ ° PM enMy ° S de U " i6n * '° S reCe ^° reS cd " lares ' basados en el marcaje 

Ensayos de mh.btcton de la umor, del TGF31 „ sus receptores por el pe'pUdo P29 (marcaje por afimdad) 
El peptide P29 procedente de la secuencia del TGF.Jl, se utilize en los ensavos de marcaje por afinidad 
Me F todos) P SU ^ inhibiCi6 " ^ 13 Uni6 " dd TGF/51 a SUS r ^P— cel„lare?(Matn ! al y 

Debido a la diferente actividad de los lotes de "'I-TGF^J empleados, las concentraciones de peptido 
u.d.zada, en los ensayos se ajustaron en funcion de la concentration del lote »»I-TGF<?1 utilizado en 
cada caso. Los resultados de estos ensayos se muestran en las Figuras 7 y 8. 

uJ:^ ] ^^^^^:^ ,a concentra ci6n mfnima necesaria ^ h ^»™ >* 
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Inhibition del TGF31 mediante peptides procedentes de la secuencia del receptor de tipo III de rata 

Con el proposito de encontrar nuevos peptides inhibidores de la actividad del TGF/?1 se sintetiza- 
ron peptides procedentes del receptor tipo III de rata. Algunos peptides se ehgieron en base a zonas 
de su secuencL que fueron predichas como complement anas a bloques de aminoacidos de la secuenaa 
del TGF Tl Se esperaba que estos peptidos fueran capaces de unirse al TGF^l l.bre, secuestrandolo e 
impidiendo su union a los receptores celulares. 

Otros peptidos se sintetizaren solapando 10 aminoacidos y cubriendo parte de la zona ex^racelular 
del receptor de tipo III (aminoacidos 45 a 410). Se ha descrito que ex.ste un receptor tipo III soluble que 
se corresponde con la zona extracelular del receptor, esta zona se corta de la membrana y actua come 
un secSrador del TGF Jl en circulacien (Lopez Cas.llas F. y col. (1991) Cell 6, :,8o-<9o). Estud.es 
nos e riores han descrito des pesibles zonas de union al TGF,?1, una de ellas se encuentra en el extreme 
V ermmal del receptor (Lopez-Casillas y col. (1994) J. Cell Biol. 124:55,-568) y la etra se encuentra 
; n la zona mas proxima a la membrana, hacia el extreme C-termmal (Fukush.ma D. > col. (1993) J. 
B o Cliem 268:22710-22715; Pepin MC y col. (1995) FEBS Lett 37. :36S-3. 2). Per estos motive, se 
iimetizaron peptide, de la zona extracelular de este receptor suponiendo que estos peptides podrian ser 
capaces de secuestiar el TGFJ1 circulante. 

En la Tabla 4 se muestran los peptidos sintetizados. 

Tabla 4 Peptidos procedentes del receptor tipo III de rata. Se indica el numero del 
peptide v su secuencia. P39 a P65 son peptides predichos como complementary al 
TGF 31 y P66 a PI 38 son peptidos solapados que cubren la region extracelular del re- 
25 ceptor. Per comodidad de smtesis todos los peptidos se sintetizaren con una alanina 

anadida en el extremo C-terminal que no se indica en la tabla. 



5 



10 



15 



20 



30 



Peptido Secuencia 



P39<9i ioj) AsnProIleAlaSerValHisThrHisHisLysPro 

P40 (l0 « U5) ValPheLeuLeuAsnSerProGlnProLeuValTrp 

35 P41 (109 . 12O , SerProGlnProLeuValTrpHisLeuLysThrGlu 

P42 , 110 - l2 „ ProGlnProLeuValTrpHisLeuLysThrGluArg 

P4 3 (3J3 .3, 4) TrpAlaLeuAspAsnGlyTyrArgProValThrSer 

P44 ( «a «39) ProIleValProSerValGlnLeuLeuProAspHis 

P4 5i55s 5«6i GlyAspGluGlyGluThrAlaProLeuSerArgAla 

P4 6 (563-5741 LeuSerArgAlaGlyValValValPheAsnCysSer 

P47,603-«mi LeuPheLeuValProSerProGlyValPheSerVal 

P48,. n « LeuValProSerProGlyValPheSerValAlaGlu 

P49 n0 i-7i8> GluLeuThrLeuCysSerArgLysLysGlySerLeu 

PS0 (712 723) SerArgLysLysGlySerLeuLysLeuProArgCys 

P51,7i7 7j 8) SerLeuLysLeuProArgCysValThrProAspAsp 

P52 ,722-733, ArgCysValThrProAspAspAlaCysThrSerLeu 

P53o 2 7 73B) AspAspAlaCysThrSerLeuAspAlaThrMetlle 

so P54 ,731-7421 ThrSerLeuAspAlaThrMetlleTrpThrMetMet 

P55 (732-1431 SerLeuAspAlaThrMetlleTrpThrMetMetGln 

P56, 7J/-748. MetlleTrpThrMetMetGlnAsnLysLysThrPhe 

P57 ,742-752) MetGlnAsnLysLysThrPheThrLysProLeuAla 

55 P58 (747 75e > ThrPheThrLysProLeuAlaValValLeuGlnVal 

P59 -6i 7 5. I"sSluAsnVa:-.ProS'3rlhrLysAspSorSerProTleProPro 

P60p 66 780) SerThrLys»ap5er«erProIleProProPro?roProGlnIle 



40 



15 



60 
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P61 ,77l.1«S| 

P62 
P63, m 



SerProIleProProProProProGlnllePheHisGlyLeuAsp 

w> P"PfO p foGlnIlePheHisGlyLeuAspThrLeuThrValM e t 

im.w, PheHls GlyLeuAspThrLeuThrValMetGlyrleAlaPheAl a 

"JnM--., ThrLeuThxValMetGlylleAlaPheAlaAlaPheValrXGly 

P« |7 „. iMI LeuLeuThrGlyAlaLeuTrpTyrTleTyrSerHis " 
P« ««-,- uS c er ^e-lhrVal L euSerGly CyS Al a SerAr g G: y 

P68 ^ h ^f 1 ^ euSerG1 y C y sA1 ^erArgGlyThrThrGlyLeuPro 

P/0„ Mi , Jfgf^alHisValLeuAsnLeuArgSerThrAspGlnGlyPro 
«2 IW . (W J^Pjl^lyProGly G lnAr 3 GlnArgGluValTh?LeuHis 
Clu ^lThxL eU HisLeuA a nProIleAla S erValHisThrHis 

;" T L y s f r °Il«ValPheLeuLeuA S ..SerProGlnProL eUV a^ 
P 8 .,os-m„ ^LeuLeuAsnSerProGlnProLeuValTrpHisLeuLyslhr 
PBn » r0 fl lnProLeuValTr P His LeuLy S ThrGluArcLeuAlaAla 

TrpHxsLeuLysThrGluArgi.euAiaAlaGlyValPrSigXu 
Pez""" 1 "' ^Vp'^^^^^^^LeuPheLeivalSerGruSy 
P83 G ^ yVaIPrOArgLeuPheLeuV aiSerGluGlySerValValGln 
P^^^alSarGiuGlySer^lValGmPheProSerSySn 
Pes" 5 """ p lyS p er ^ 1ValGlnPheP ^erGlyA a nPheSerLeuThrAra 
Pal" 40 - 11 " JS:r r0 T Ser ?iy A8nPh »STLeuThrAlaGluThrGluGlulri 
P ^ r ^ U ^ rAlaGluTh ^luGluArgA S nPhe Pr oGlnGlu 

P89, lt0 ., 74j ^"GluHxs-.euValArgTrpAlaGlnLysGluTyrGlyAlaVal 
P90, 164 ArgTrpAlaGlnLysGluTyrGlyAlaValThrSerPheThrGli 

P9 2,n S . le „ r Th -ferPheThrGluLe U Ly S TleAlaAr g AsnlLi y " A i: A y I 
^yalleAlaArgAsnlleTyrlleLylvalGlyGUsSrn 
.».-.,., A ="^ e TyrIleLysValGlyGIuA S pGlnValPheProProThr 
-96' 0 ""'-' ^J p ; y p luASpGlnValPhe ^ oPr oThrC y .sAsnIleGIyLys 
ValPheProProThrCysAsnlleGlyLysAsnPheLeuSerLeu 
P98 2nJh2 7 f yLySASnPheLeuSerLeuAs "Tyr Le uAlaGlu 

p ASnPhe T LeuSerLeuAsn TyrLeuAlaGluTyrLeuGlnPr OLvs 

P101 "" MW r nP f°^ ySAiaAlaG:luG1 yCysValLeuP r oSerGrn 
P102 " vfff = o lyCy3ValLeuProSerGlripr °HisGl J Ly S Glu 

P103 ( „ 0 _ a4 „ ProHisGluLyaGluValHiallelleGluLeuIleThrProSer 

P110 ^ eU e le ^ rProSerSerAsn ^°TyrSerAlaPheGlnValA S p 

PllO^s.^, AspProGluValValLysAsnLauValLeuIleLcuLysCyiLys 
PIT, ^f3nLeuVal Le uIl e LeuLysCy sLysLysSerV ^snTrp 

P 3 1 " 5 " 2 '" ^^^fCy^y^ysSerValAsnTrpVaLIleLysSerPhe 

P113 1M0 . IM , Ly^SerValAsnTrpValllaLysSerPheAspValLysGlvA-n 

— ' ^"f^y^^PheAspValLysGlyAsnLeuLysValJ^^a 
J^^^^y^^^ysVallleAlaProAsnSerlleGly 

P Sa'":'" 4 ' A i!r^?^ lA f PlleIleValA =P"eArgProAlaG^Glu 
<109 (3io . ?74 , ArgProAlaGlnGluAspProGluValValLyaAsnLeuValLeu 
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PI 1 6 (295-309) 
Pi 1 7 (3Q0-314) 
PI 1 8 (305-319) 
PI 1 ^ I710-3Z1) 

Pl20 <3 i5_329j 
P121 (320-334) 
P 122 (32i-339> 
PI 2 3 (330-344) 

Pl24 n35 _ 3 , 9) 

P 1 2 5 {340-154) 
PI 2 6 (345-359) 
P127 (35Q-364) 

P128 (3SS-369) 
P129 ( 360-374> 
PI 30 ( 3$5-379> 
PI 31 (31Q-3B4) 
PI 32 (3TS-3B9) 
Pi 33 (380-391) 
PI 34 (38S-399) 
Pi 35 ( 39Q-4D4J 
P 1 36 (395-409) 
P 1 3 7 (400-41 4) 
P 1 38 (405-419) 



LeuLysVallleAlaProAsnSerlleGlyPheGlyLysGluSer 
ProAsnSerlleGlyPheGlyLysGluSerGluArgSerMetThr 
PheGlyLysGluSerGluArgSerMetThrMetThrLysLeuVal 
GluArgSerMetThrMetThrLysLeuValArgAspAspIlePro 

MetThrLysLeuValArgAspAspIleProSerThrGlnGluAsn 

ArgAspAspIleProSerThrGlnGluAsnLeuMetLysTrpAla 

SerThrGlnGluAsnLeuMetLysTrpAlaLeuAspAsnGlyTyr 

LeuMetLysTrpAlaLeuAspAsnGlyTyrArgProValThrSer 

LeuAspAsnGlyTyrArgProValThrSerTyrThrMetAlaPro 

ArgProValThrSerTyrThrMetAlaProValAlaAsnArgPhe 

TyrThrMetAlaProValAlaAsnArgPheHisLeuArgLeuGlu 

ValAlaAsnArgPheHisLeuArgLeuGluAsnAsnGluGluMet 

HisLeuArgLeuGluAsnAsnGluGluMetArgAspGluGluVal 

AsnAsnGluGluMetArgAspGluGluValHisThrlleProPro 

ArgAspGluGluValHisThrlleProProGluLeuArglleLeu* 

HisThrlleProProGluLeuArglleLeuLeuAspProAspHis 

GluLeuArglleLeuLeuAspProAspHisProProAlaLeuAsp 

LeuAspProAspHisProProAlaLeuAspAsnProLeuPhePro 

ProProAlaLeuAspAsnProLeuPheProGlyGluGlySerPro 

AsnProLeuPheProGlyGluGlySerProAsnGlyGlyLeuPro 

GlyGluGlySerProAsnGlyGlyLeuProPheProPheProAsp 

AsnGlyGlyLeuProPheProPheProAspIleProArgArgGly 

PheProPheProAspIleProArgArgGlyTrpLysGluGlyGlu 



T os peptides de la Tabla A so ensayaron en ruanto a su caparidad de bloquoar el TC.F \i\ en el nunlHo 
inhil ic on de la lmea celular MY-l-Lu. Puesto quo el 'U'A'U es capaz de mh.bir el crrcnn»;i.ln de 

esta lta, la inhibicion del TGFJl por parte de los peptide* sena capaz de re.tablecer el crenmionlo 

celular. Estos ensayos se muestran en las Figuras 0 a 12. 

C'omo se puede ver en las Figuras 9 a 12 existen varies peptides capaces de inhibir en mayor o menor 
SradoTcw\mie.ilo de la h'nea° celular MV-l-Lu. aunqiio scdo -I I>n>udo P5-I es capaz d, ...hi h - cm 
lor completo la actividad del TGF,?1. Con el fin de reahzar un esludio mas a fondo de esle pop .de 
so rraHzaron ensayos utilizando diferentes conr.Mil raciones d, pepndo frente a una concent racion fna de 
TGF.n de 200 j/g/nil. 

£»*<iyo dosis-rcspucsta d< h inhibicion del TGF31 por cl pt'phdo P5J t 

Se estudio el efecto de la concent racion del peptido P54 sobn- la inhibicion de la actividad del TGT3\ 
Debido a la ooca solubilidad de este peptido se prepararon solunones madre de concent racion nominal 
£ p'ptido ?tal v come se hize en el cLo del peptido P12. a par. ir clr ellas se tomaron ahcuotas que se 
filtraron o bien se usaron direct amente para los ensayos de inhibicion. 

En la Figura 13 se estudia el efecto inhibidor de concent raciones nominate do peptido. antes y despues 
de filtrar. Se observa que en el filtrado del peptido P5-1 no hay actividad inhibitor* medible. 

Una vez comprobada la capacidad del peptido P54 de inhibir la actividad del TGF,J1 de una manera 
de^eZTSdoBis utilizada se procedio a sintetizar nuevo. pep, idos. toman o come base la secuoncia 
fiefpS con el fin de intentar mejorar la solubilidad y con ello su actividad a dosis mas ^ J^ wn 
se smtetizaron dos peptides procedentes del receptor de tipo III humane \™ de esto* peptides PI 1 
es equivalente al peptide P54. El otro peptido (PI 45) es similar al peptido PlOb del receptor de tipo III 
de rata que tambien habla mostrado actividad. Estos nuevos peptides se mdican en la Tabla o. 
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Tabla 5. Peptidos procedentes de la modificacion del peptido P54 (peptidos P139 a P143) y del 
receptor de tipo III humano (peptidos P144 y P145). 



Peptido 

(7J1-743) 



Secuencia 



P139 
P140 
P141 
P142 
P143 

^144 (729-742) 



ThrSerLeuAspAlaThrMetlleTrpThrMetMet 

ThrSerLeuAspAlaThrMetlleTrpAspAspAsp 
AspAspAspAlaThrMetlleTrpThrMetMet 
AspAl aThrMe t I 1 eTrpAsp 

ThrSerLeuMetlleTrpThrMetMet 

ThrSerLeuAspAlaThrThrMetMet 

ThrSerLeuAspAlaSerllelleTrpAlaMetMet 
GlnAsn 

SerAsnProTyrSerAlaPheGlnValAspIleThr 
IleAsp 



Procedencia 

Receptor Tipo 
III Rata 



Receptor Tipo 
III Humano 
Receptor Tipo 
XII Humano 



El ensayo de actividad de los peptidos de la Tabla 5 se indica en la Figura I I. 
Ensayo dosis-rt sputsta dt la inhibicion dd TGF31 por el pt'ptido P144 

Se realizo un ensayo dosis respuesta con el peptide P 1-4-1 procedure de la secuencia do] receptor tipo 
HI humano. con el fin de comprobar si su actividad era dependiente de la concent radon (Figura 15) 
mH&a?«^ JH PfPtU, ° CleCa ° r ° nf0nnC *' di ™>- '« -ncentracion de peptido 

Ensayo* d< inhibicion dt la union dd TGF.il a sus reckons par d ptpiido P144 (marcajt por afimdad) 

Fl pept ido P 144 procedente de la secuencia del receptor de tipo III humano. se utilize on los ensavo* de 
marcaje por afinidad para comprobar su capacidad de inhibicion de la union del TGT3\ a sus receptor 
celulares (Material y Meiodos). U| ur ' 

Debido a la diferente actividad de los lotes de ««I-TCiF.?l empieados, las concent raciones de peptido 
uti h/ada> en los ensayos se ajustaron en funcion de la concent racion del lote '^I-TGF:*! utilizado en 
cada caso. Los result ados de estos ensayos se muestran en la Figura 15. 

- ^""^^"P^ljada la inhibicion de la union del TGFM a sus receptors celulares inediante el 
pep , do PI 44, se reahzo un nuevo ensayo con el fin de titular el peptido P144. Se observe que e >J ido 
percha su actividad a la concent racion de 2x10 s veces la concent racion molar de 123 FTGF,.?1. 

Inhibition dd TGF3 1 mtdiantc peptides precede ntt s dt of ras prof tin as con capacidad dt unirse al TGFU 
y pnduhos cowo complementarios al TGF3 1 

^ K n esta serie se sintetizaron ios peptidos de la Tabla fi procedentes de protei'nas capaces de unirse al 
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Tabla 6 Peptides procedentes de distintas proteinas capaces de unirse al TGF^I (receptor tipo II 
P146 fetuina P147 a P149, endoglina P150 a P154 y a2-Macroglobulina P155 a P179). Se indica 
el numero del peptido junto a su posicion en la secuencia completa, su secuencia de aminoacidos, 
asi como su procedencia. Por comodidad de smtesis todos los peptides se sintetizaron con una 
alanina anadida en el extremo C- terminal que no se indica en la labia. 



p eptides 



Secuencia 



Procedencia 



P14 7 (114 . 
P148 tll4 . 1331 

P14 9 (114-1J2) 
PI 5 0 {2 A1 -261) 
PlSl (2t5-5 UJ , 
PI 52 (445-4591 
PI 53 (481-49S) 
P154 (479-4?3) 

P155 lll24] 
P156 (30 -ii5 

PI 57 (4 4-55) 
P158 <i 66 -i77J 
P158 {i« € -i77J 

P159 U93 . 303) 

P160 (3 47. 2 5S) 
PI 61 (34J-259) 
Pl62 (250 2611 
P163 (267 -278) 
PI 64 (449-480) 
P165 (55* S6S) 
Pi 67 {750. joil 
P16 B {S3 7-838J 
P16 ^ ,835-836) 
P17 0 (876-887) 



CysValAlaValTrpArgLysAsnAspGluAsnlleThr 
LeuGluThrValCys 

CysAspPheGlnLeuLeuLysLeuAspGlyLysPheSer 
ValValTyrAlaLysCys 

CysAspPheHisIleLeuLysGlnAspGlyGlnPheArg 
ValCysHisAlaGlnCys 

CysAspIleHisValLeuLysGlnAspGlyPheSerVal 
IjeuPheThrLysCysAsp 
GluAlaValLeuIleLeuGlnGlyProProTyrValSer 

TrpLeu 

ValAsnLeuProAspThrArgGlnGlyLeuLeuGluGlu 
AlaArg 

LeuAspSerLeuSerPheGlnLeuGlyLeuTyrLeuSer 
ProHis 

ProSerlleProGluLeuMetThrGlnLeuAspSerCys 
GlnLeu 

MetSerProSerlleProGluLeuMetThrGlnLeuAsp 
SerCys 

LeuLeuLeuLeuValLeuLeuProThrAspAlaSer 

ProThrAspAlaSerValSerGlyLysProGlnTyr 

ThrGluLysGlyCysValLeuLeuSerTyrLeuAsn 

TyrlleGlnAspProLysGlyAsnArglleAlaGln 

TyrlleGlnAspProLysGlyAsnArglleAlaGln 

PheProLeuSerSerGluProPheGlnGlySerTyr 

AsnValSerValCysGlyLeuTyrThrTyrGlyLys 

ValSerValCysGlyLeuTyrThrTyrGlyLysPro 

ValCysGlyLeuTyrThrTyrGlyLysProValPro 

SerlleCysArgLysTyrSerAspAlaSerAspCys 

ProCysGlyHisThrGlnThrValGlnAlaHisTyr 

AspSerAlaLysTyrAspValGluAsnCysLeuAla 

GlnProPhePheValGluLeuThrMetProTyrSer 
GlnLeuGluAlaSerProAlaPheLeuAlaValPro 

SerValGlnLeuGluAlaSerProAlaPheLeuAla 

AlaLeuGluSerGlnGluLeuCysGlyThrGluVal 



Pl7l (l0 oi-ioi2 LysSerLyslleGlyiyrLeu^snThrGlyTyr 



Receptor Tipo II 

II 
Fetuina 

Fetuina 

Fetuina 
Endogl ina 
Endoglibna 
Endogl ina 
Endoglina 
Endogl ina 

OC2 -Macroglobul ina 
0t2 -Macroglobul ina 
C£2 -Macroglobulina 
CX2 -Macroglobulina 
Ct2 - Macroglobul ina 
a2 -Macroglobulina 
(X2 -Macroglobulina 
CC2 -Macroglobulina 
0C2 -Macroglobulina 
CL2 -Macroglobulina 
CX2 -Macroglobulina 
OL2 -Macroglobulina 
CX2 -Macroglobulina 
CL2 -Macroglobulina 
OL2 - Macroglobul ina 
CC2 - Macroglobulina 
0l2 -Macroglobulina 
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P17 2 (loos ioi6) IleGlyTyrLeiiAsnTtirGlyTyrGlnArgGlnLeu CX2 -Macroglobul ina 

P17 3 (1063-1073) liysArgLysGluValLeuLysSerliexiAsnGluGlu 0C2 -Macroglobulina 

p l"74 (H93-1304) ValGlyHisPheTyrGluProGlnAlaProSerAla <X2 -Macroglobul ina 

P175 C120 9-i22o) ThrSerTyrValLeuLeuAlaTyrLeuThrGlnAla a2 -Macroglobul ina 

p l 7 5<ian -1222) TyrValLeuLeuAlaTyrLeuThrAlaGlnProAla <X2 -Macroglobulina 

P177 (i35€-i2«7) ValAlaLeuHisAlaLeuSerLysTyrGlyAlaAla <X2 -Macroglobul ina 

P17 9 (1232-1241) TyrGlyArgAsnGlnGlyAsnThrTrpLeuThrAla OL2 -Macroglobul ina 

p l"79 H234 -1345) ArgAsnGlnGlyAsnThrTrpLeuThrAlaPheVal OL2 -Macroglobulina 

En las Figuras 17 y 18 se indica la actividad inhibitoria de los peptides procedent.es de la Tabla 10. 

Come puede observarse en las Figuras 17 y 18 solo el peptide P150 mostro actividad superior al 50* 

(199b) J Biol Chem 2,1:12,55-12,(31 no result aron activos en las condiciones utilizadas para este ensayo. 

Medicion por cifomefna dt flujo del efecfo hihibttono de ptpiidos sintflicos sobn la unit* del TGF3I a 
sum receptores celulares u 

Pepn.los procedentes de smtesis anteriores, tanlo los que se sintetizaron a partir de la secuencia 

fl i iT 10 r iT^V, P °. ni ' Se Utilizaro " pa ™ Pot citometrfa de flujo. su capacidad 

mill >i or,a de la union de 7GF,il a los receptores celulares. En estos ensayos las celulas se incuban con el 
pep ido antes de anadir el TCF Jl-biotina que se revelara utilizando avidina-FITC (Material v Me odos) 
X:ZT^Z Se TCr^ flVorescencia emitida por la avidina-FITC, que sera directamente proporcional 
U V^l\ o T f i 3 r S cH , lllas e InvCTSa ™»f proporcional a la actividad del peptide. En 

la 1- igura 19 y en la Tal>la , se indican los result ados ebtenidos con los peptides mas relevantes. 

Tabla 7 Companion de la actividad inhibitoria del TGFJl, de algunos peptides, medida me- 
diant, H bioensaye de inhibicien del crecimiento de las celulas MV-I-Lu' (concent racion de peptide 
200 ,,g/mi) con la mhibicion de la union del TGF.?1 a sus receptores celulares medida mediante 
citenietna de flujo- (concentracion de peptido 420 //g/ml). 

Peptides bioensayo Cysitometria Secuencia 
L* i nhibi ci on ) 1 ( % j nhibi ci on ) 2 



P29 77,6 



92 < 34 HisGluProLysGlyTyrHis 
Al aAsnPheCysLeuGlyPro 
CysProTyrlleTrpSerLeu 
Pll 4 AspThr 

40 86 HisAlaAsnPheCysLeuGly 

Pr oCy s Pr oTy r I leTrpS e r 

J 1 PheCysLeuGlyProCysPro 

PIS 18 2 TyrlleTrpSerLeuAspThr 

6 ' 5 LeuTyrAsnGlnHisAsnPro 
GlyAlaSerAlaAlaProCys 

P54 97 Cys 

82 ' 3 ThrSerLeuAspAlaThrMet 

Pl40 , IleTrpThrMetMet 

69 ' 8 AspAspAspAlaThrMetlle 



P142 70 



TrpThrMetMet 
72 ThrSerLeuMetlleTrpThr 
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P106 

P145 
P144 
P150 

P152 



40 

21 
88 
64 

45 



91 

74, 35 
80 

73 

68,4 



SerAsnProTyrSerAlaPhe 
G 1 nva lAspIlell eva 1 Asp 
He 

SerAsnProTyrSerAlaPhs 
GlnValAspIleThrlleAsp 
ThrSerLeuAspAlaSerlle 
IleTrpAlaMetMetGlnAsn 
GluAlaValLeuIleLeuGln 
GlyProProTyrValSerTrp 
Leu 

LeuAspSerLeuSerPheGln 
LeuGlyLeuTyrlieuSerPro 
His 



Inhibicion in vivo dt to aclividad del TGF3I. 

F! peptide P14-1 precedents de la secuencia del recepto tipo III humano. quo habla resuhado active en 
los h ioensavos de inhibicion del crecimiento de la linea celular MV-l-Lu. se utilize en los ensayos ijjvivp 
ptra e^Uidiar su efecto inhibitorio en la induction de cirrosis experimental con CC1 4 . en un modelo de 
rat as. 

Modelo d( cirrosis t rptrimintal tn raids Wistar 

En este modelo la cirrosis hepatica so induce mediante inhalacion d<- tet racioruro de carhono durante 
11 semanas. dos veces por semana (Lopez Xovoa JM y col. (19.6) Patologia IV223-240; Camps col. 
(1987) Gastroenterology 93:498-505) tal y como se mdica en Material y Metodos. 

El peptido P 11-1 se administro de acuerdo a dos protocolos: 

1. Protocolo I: El peptido se administro en dias alternos por via intraperitoneal durante el proceso 

de induccion de la cirrosis (11 semanas). Figuras 20 y 21. 
2 Protocolo 2: El peptido se administro en dias alternos por via intraperitoneal durante 3 semanas. 
una vez establecida la cirrosis, es decir a las 12 semanas del m.co de la mduccon de la c.rros.s. 
Figuras 22 y 23. 

La produccion de colageno en ambos protocolos se midio mediante dos tecnicas: 

En la Figuras 36 v 38 se indica la produccion de colageno total medida por tincion de cortes de higado 
i , n !1S emdos con Fast Green y Direct Red, elucion del color y lectura en espectrofotometro 
SS,5ri.l " Melodo"! (Top" de Leon A. J Rojkind, (1985) Histochen, Cytochem. 33:737-743; Gaudio 
E. y col. ('1993) Int. 3 . Exp. Path. 74:463-469). 

En las Figuras 21 y 23 se refleja la produccion de colageno medida por analisis de imagen a partir de 
cortes de higado teiiidos con rojo sirio, utilizando microscopia de luz (Material y Metodos). 

Como se puede ver en la Figura 20 se observan diferencias significativas (P<0,05) entre el grupo 
Lomo se pueue - tido p 144 (Tto, ) V el grupo de ratas cirrottcas control (Cu) al estudiar el 

» cooe a me S oKge'no "roS total EnSl Figi. 3? las diferencias entre e. grupo de ratas t rat ad as con 
ehStido P144 (Tto,) y el grupo de ratas cirrdticas control (Ci,) tamb.en son significativas (P<0,001) 
al estudiar el area de fibrosis. 

Como se puede observar en las figuras 22 y 23, en las que se m ™ s "* n }™ ™}***° ^J^SS 
5 s tratadas una vez establecida la cirrosis, las diferencias entre los grupos de ratas tratadas con el peptido 
PU4 (Tt™ I > • las SScas sin tratar (Ci 2 ) no son significativas cuando se ut.hzan cualquiera de las dos 
tecnicas de medic ion de fibrosis. 

La. dos tecnicas utilizadas para la medicion de colageno se compararon entre si mediante una regresion 
™ lineal con « el [ mi d'eomprobar la aleatoriedad en la election de los campos a estudio en cada preparation 
y con ello la validez del analisis de imagen, Figuras 24 y 2o. 
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Como se puede observar en las graficas 24 y 25 existe una correlacion entre ambas tecnicas con una 
R>0,85 en ambos casos, siendo altamente significativa (F<0,001). Esto confirma que la adquisicion de 
las imagenes a estudio se reahzo de forma totalmente aleatoria y con ello la validez de los datos obtenidos 
median te el analisis de imagen. 

En la figuras 26 y 27 se muestran las imagenes obtenidas por microscopia de luz a partir de prepara- 
ciones de higado tenidas con rojo sirio a un aumento de 10X obtenidas a partir de higados de las rat as 
tratadas durante el proceso de induccion de la cirrosis (Cii y TtOi). 

Las imagenes de la Figura 26 fueron obtenidas sin aplicar ningun tipo de filtro. 

La Figura 27 muestra las imagenes una vez modificadas para su estudio mediante un software es- 
pecjfico Est as modiflcaciones consisten en la aplicacion de dos filtros, uno de luz polarizada v el otro de 
luz verde, con el fin de aumentar la calidad de las imagenes y facilitar su estudio de forma automatizada. 

En Ia.> figuras 26 y 27 se observe que existen diferencias entre las imagenes precedent es de las ratas 
cirroticas (C'n) y las procedentes de las ratas tratadas con el peptide P 14 1 (Ttoj). 

_t a T/ life ^! lcias df> efectividad entre los protocolos 1 y 2 podn'an ser debidas a que la produccion de 
K,r podna ser mucho menor una vez inducida la cirrosis (protocolo 2) que durante el proceso de 
induccion de cirrosis con CC1 4 (protocolo 1), e incluso podrfa ostar en niveles normales por lo que el 
electo del t rafamiento con el peptide P144 seria menos notorio en el protocolo 2 que en el protocolo 1. 

Cuando se comparan los grupos de ratas cirroticas no tratadas. al final del proceso de induccion de 
la cirrosis (Ci : ) con las cirroticas no tratadas, a las 4 semanas de finalizada la induccion (Ci,) se observa 
que existen diferencias significat i vas (P=0,0IG) entre ambos grupos (Figura 2S). lo que imlicarla que 
existe una regresion parcial de la cirrosis al eliminar el agnilr cirroi i/ante, observation que ha sido publi- 
1 7 39r4Vo) VerS ° S aiir0rCS (SZende_B COI(,902) Tn VivoU:35.V:wi; Columhano A (1006) Carcinogenesis 

Est as diferencias de efectividad entre los dos protocolos tambien podn'an ser debidas al propio pro- 
tocolo ya que los animales del protocolo 2 se Iralaron solo durante 3 semanas en dias alternos mientra. 
que los animales del protocolo 1 se trataron por un periodo mas amplio de tiempo (7 semanas tambien 
en dias alternos). 

Los resultados obtenidos demuestran que es posible inhibit al T(;F.*1 tanto in vit ro como in vivo 
mediante peptides smteticos procedentes de diferentes protema>. Kn un future sen'a de ff ran inferos 
intentar aumentar la actividad biologica de esles peptides. Ello pndna llevarse a cabe remptazando sis'- 
tematicamente cada uno de los aminoaridos de sus sccuencias per lo* 10 rest antes Ena vez alcanzado 
ei peptido de mayor actividad convendn'a preparar mimotopo* ( Mc( omiell-SJ (1904) Gene 151115-llS 
Steward-MW ( 1995) J . Virol. 69:7668-7073) del misme con el fin d, aumentar la vida media en el orza- 
nismo del agente mhibidor. b 

Descripcion de las figuras 

Figura 1. Inhibicion de la union del TGF.il a las celulas MY-I-I.u por el peptido P 1-1-1 medida por 
citometna de flujo. A, imagen obtenida al analizar las r/lulas incubada.s con TGF.Jl biotinilado 
pixr C ° n av ' dnia - FrrC B - ima S el1 obtenida al analizar las celulas incubadas con avidina- 

" TC ; sin previa ad.c.on de TGF.Jl C, imagen obtenida al analizar las celulas incubadas con 
iGh .n previamente nicubado con e] peptido P141 a una concent racion de 0,42 el revelado 

se reahzo con avidina-FITC En abcisas se indica la fluonsrencia emitida y en ordenadas el numero 
de celulas para cada valor de fluorescencia. Tambien se indienn los campos correspondienf.es a las 
celulas marcadas con el TGF.Jl-biotina y avidina-FITC (Ml') y a las celulas no marcadas (Ml). 

Figura 2. Esquema represent ativo del proceso de cirrosis por CCI,. Con flechas negras se indica cuando 
se admimstro a las ratas dos dos is semanales de CCI, y con flechas negras discontinuas cuando fue 
una dosis semanal. Las flechas grises indican la administ racion del peptido P144 V Controles 
sanos. B. Controles sanos + P144, B,: con peptide, 70 //g/dia: C: Cirroticos; C, con salino; C, con 
peptide ,0 ;/g/d la; D: Cirroticos con CC1 4 + Fenobarbit al : I), y salino; D 2 y peptido 70 /ig/d'ia. 

FiSl, d a .n 3 s i i f r , .° -nnn TG b', cr< : r,mi « 1 » ,0 (le c ^' la * MV- 1-Lu. Las celulas se cultivaron a una 

densidad de oOOO celulas/poallo a as concentraciones de TGF.?1, en pg/ml indicadas. Abcisas: 
Concent racion TGF.Jl (pg/ml): Ordenadas: c.p.m. 
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Figura 4. Porcentaje de inhibicion del TGF/31 (200 pg/ml) por peptides del TGF£l. Todos los peptidos 
fueron probados a la concentracion de 200 /ig/ml. Una inhibicion del TGF/Jl del 100% se corres- 
ponde con el crecimiento de las celulas MV-l-Lu que se obtiene en ausencia de TGF/31. Abcisas: 
peptidos P1-P27. Ordenadas: % inhibicion actividad TGF,31. 

Figura 5 Porcentaje de inhibicion de la actividad del TGF^l (200 pg/ml) en presencia de distintas 
concent raciones (/Al) nominales del peptido P12 filtrado (□) y sin filtrar (□). 

Figura 6. Porcentaje de inhibicion del TGF J1 (200 pg/ml) por peptidos del TGF Jl Todos los peptidos 
fueron probados a la concentracion de 200 /xg/ml. Una inhibicion del TGF/J1 dell00» se corres- 
ponde con el crecimiento de las celulas MV-l-Lu que se obtiene en ausencia de TGF.J1. 

Figura 7. Autorradiografia de un ensayo de marcaje por afinidad de los receptees del TGF51. Calle 
CI efecto de la incubacion de las celulas con una concentracion 0.1(3 /Al de - IG1 -.11 que se 
corresponde con una actividad de 0.3,/Ci (control posit ivo). Calle C2: efecto de la preincubation de 
las celulas con una concentracion do TGF.il no radioactive 10 veces superior a la de - I-TGFJ1 
(control ne«ativo) Calle C3: la preincubacion se realizo con el peptido P29 a una concentracion 
10 6 veces superior a la concentracion molar de > 25 I-TGF.il . So puede observar la inhibicion de la 
union del 12r 'l-TGF il a los receptores celulares tipo I. II y III tanto por parle del peptido I 29 
como por el TGF.il no radioactive 

Fi-ura S \utorradiografia de un ensayo de marcaje por afinidad de los receptores (I. II y III) del TGF.il. 
° caiw CI a C6: efecto de la preincnbaci6n de las celulas MV-l-Lu. con distintas concent raciones 
del neptido P29 (10'\ SxlO 5 , <5xl0 5 . JxlO 5 , 2xl0 5 . 10 s veces la concentracion molar do M-K.Ul 
respec.ivamonte). previas a la adicion del «==I-TGF.?1. Calle C7: efecto do la preinc.d.acion do as 
celulas MV-l-Lu con TGFil no marcado (10- veces la concentracion molar de - l-K.I -il ) l>r< 
a la adi'cidn del '-' r 'I-TGF ?l (control negativo). Calle CS: efecto do la incubacion de las celulas 
MV-l-Lu con una concentracion 0.42 /Al de '- r, I-TGF U que se corresponde con una actividad do 
0,4 /(Ci. sin proincubaciones previas (control positivo). 

Fi-ura 9 Porcentaje do inhibicion del TCP ?1 (200 pg/ml) por peptidos del receptor prodichos como 
° complomentanos a zonas del TGF il. Todos los peptidos fueron probados a la concentracion do 200 
UK/ml fna inhibicion del TGF.il del 100% se corresponde con el c-rorinuento do las celulas M\- 
1-Lll que se obtiene en ausencia doTGF.il. Abcisas: peptidos I>:W-P,55. Ordenadas: % inhibicion 
actividad TGFil. 

Fi-ura 10 Porcentaje de inhibicion del TGF.il (200 pg/ml) por peptidos solapados procedentes do la 
° region extracolular del receptor tipo III. Todos los peptidos fueron probados a la concentracion do 
200 /,g/ml. Fna inhibicion del TGF.il del 100% se correspond,; con el crecimiento do las celulas 
MV-l-Lu que se obtiene en ausencia do TGF.il. Abcisas: peptidos P0O-P91. Ordenadas: A 
inhibicion actividad TGF.il. 
Fuuira 11 Porcentaje de inhibicion del TGF.il (200 pg/ml) por peptidos solapados procedentes do la 
° region extracolular del receptor tipo III. Todos los peptidos fueron probados a la concen rac.o , de 
•^00 uii/ml Fna inhibicion del TGF.il del 100% se corresponde con el crecimiento de las celulas 
MV-l^C que se obtiene en ausencia do TGF.il. Abcisas: pept idos P92-P 1 1 5. Ordenadas: % 
inhibicion actividad TGFJl. 
Figura 12 Porcentaje de inhibicion del TGFil (200 pg/ml) por peptidos solapados procedentes do la 
8 region extracolular del receptor tipo III. Todos los peptidos fueron probados a la concen racon de 
200 ,,g/ml. Una inhibicion del TGF Jl del 100% se corresponde con e] crecimiento do las celulas 
MV-l-Lu que se obtiene en ausencia de TGF.il Abcisas: peptidos Pll0-P13». Ordenadas. X 
inhibicion actividad TGFJL 
Fi-mra 13 Porcentaje de inhibicion do la actividad del TGF il (200 pg/ml) en presencia do distintas 
° concent raciones (/Al) nommales del peptido P54 filtrado (□) y sin filtrar (•). 

Figura 14 Porcentaje de inh.bicidn del TGF.il (200 pg/ml) por peptides del receptor procedentes de 
S a modlficacion del peptido P54 (P139 a P143) y de los peptidos procedentes del 1 receptor de t J 

111 humane (P144 y P145). Todos los peptidos fueron probados a la concen tra c on do 2 00 ig/mb 

Una inhibicion del TGF Jl del 100% se corresponde con el crecinnento do las celulas M\-1-Lu que 

se obtiene en ausencia de TGF.il. 
Figura 15 Porcentaje de inhibicion de la actividad del TCiF.H (200 pg/ml) en presencia de distintas 

concent raciones (//M) nominales del peptido P144 sin filtrar. 
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F, S U " l i > _ 1 Autorradiografia de un ensayo de marcaje por afinidad de los receptores (I, II y III) del 
lGt/?E Calle CI: la preincubacion se reahzo con el peptido P144 a una concentracion 10 6 veces 
superior a la concentracion molar de I25 I-TGF.51 Calles C2 y C3: efecto de la preincubacion de 
las celulas con una concentracion de TGF/?l no radioactivo 10 veces superior a la de 125 I-TGF5l 
(control negative) Calle C4 y C5: efecto de la incubacion de las celulas con una concentracion 
0,1 (JM de 12o TGFpT que se corresponde con una actividad de 0,2^Ci (control positive) Se puede 
observar la inhibicion de la union del 125 I-TGF,Jl a los receptores celulares tanto por parte del 
peptido P144 como por el TGF^l no radioactivo. 

FigU r?Jn >r 0rCent 7p, d /^ in ^ ib , ici ? n dd T ,S TjSl (2 °° p S/ ml ) P° r P^Ptidos procedentes del receptor 
tipo II humane (P146), de a fetuma (P147 a P149) y de la endoglina (P150 a P154). Todos los 
peptides fueron probados a la concentracion de 200 /vg/ml. Una inhibicion del TGF^l del 100 9( se 
corresponde con el crecimiento de las celulas MY-l-Lu que se obtiene en ausencia de TGFJl. 

^mJL.^T^'T ?* ! nhib ! ci6 " de ' TGFJl ( 200 PS/>"1) Por peptides procedentes de la o2- 
Alacroglobulma Todos los peptides fueron probacies a la concentracion de 200 ,,g/ml. Fna inhibi- 
cion <lel 1 Gr m del 100 Vt se corresponde con el crecimiento de las celulas MV-l-Lu quo se obtiene 
en ausenc. de TGF.^1. Abc.sas: peptides P155-P179. Ordenadas: 9? inhibicion actividad TGF.il 

Figura 19 Porcenta.je d, inhibicion do la union del TGFJl a celulas MV-l-Lu per diferen.es peptides 
s... H.cos. La inhibition se estud.o midiendo el porcenta.je de celulas marcadas (emiten fiuorescen- 
cia) y sin mnrcar (noemiten fluorescencia) para cadn peptido. 

Figura 20. Efecto do la administ racion del peptide Pi l l sobro la sfntesis do colagono durante la induccion 
do cnosis expenmenta con CC1 4 . En ordenadas se indica el cocien.o colagono vs proteina total 
abcisas sc uul.can los distintos grupos de rat as: Co= rat as sanas: Co+Pi44= rat as sanas 



tra atlas con el pept.do P144; Tto,= rat as sometida.s a induccion do cirrosis con CCI, v a las quo 
so es su.mmstra o| pept K lo P144 en di'as altemos durante es.e periodo v Ci,= ratas so.netidas a 
indueaon do c.rrosis con CCI, durante II somanas y quo no son tratados con ol peptide Pi l l 

Figura 21. Efecto do la admiiiistracion dol peptido Pi l l sobre la shitosisdo colagono durante la induccion 
do c.rros.s expermiental con C CI„. En ordonadas se indica ol cocien.e em re ol area do fibrosis 
ol area total on preparacones do tejido tonidas con rojo sirio. En abcisas so indican los distintos 
grupos de ratas: Cp= rat as sanas: Co+Pl44= rat as sanas tratadas con ol peptide: Tto = a as 
somotulas a mduccon de cirrosis con CCI, y a las que so |e S suministra ol po >tido Pi 44 on dia^ 
al.ornos durante este penodo y Ci,= ratas somotidas a induccion do cirrosis con CCI, dura . I I 
somanas y quo no son tratados con el peptido Pi l l. 

la cirrosis con CC1 4 . En ordonadas se mdica el cocionto colagono vs proteina total Fn abcisas 
se indican os distintos grupos de ratas: Co= ratas sanas; Co+PM4= rata* sanas tratadas con e 

co CCI d»L, f a ' rn ° S al final d ° eS,P PCn0 , d0 >" Ci *= ra,as sometidas a induccion do cirrosis 
con ( t 1 4 durante 11 semanas y que no son tratados con ol peptido P144. 

F,g "la c?rrosi f s C con < 'cCl ad ™ ,dstr , af i6, | dd P?l>V. do P ' 1 1 »« *»«™ ^ ™lageno una vcz inducida 

la cirrosis con C C 4 . En ordonadas so mdica ol cocente entre el area do fibrosis v el area total 
en preparacones de tejido. En abcisas se indican los distintos grupos do ratas: Ce= ratas sanas 

Cc! x t 7 M r ,ra,adaS COT i el .KP ,ido: Tto 2 = ratas seme.idas a induccion do cirrosis on 

CCU > a las que se los suministra el peptide Pi l l on d.'as alternos al final do este periodo y C\,= 

p'ptldePl^ " UCC,0n ^ C,rrOSiS C ° n CCI) <IUra,lU> ' ' SPma " aS y ^ 110 son tratados' con-el 

FiS "hs 2 de rtS« a m1? ""I'" '°P da '.° S SO, ? re ?" ,idad dC CO,a8P "° - V d<? flhrOS,S ' oh.enidos mediant,- 
las dostec, ,cas utihzadas. En el eje de abcisas so indican los valores del cociente entre el area de 
fibros.s y el area total, obtenidos mediante el anaiisis de image,,. En ordenadas se ind can los valor™ 
i'r' f r T' ei r ! e,ltr ; °V'S de colageno y los mg do proteina total, obtenidos mediante el analis^ por 
(F<u!u01)° 1 C ° rteS ga<1 ° ,eflidOS C °" " DiT0Ct R,d >• Fast Green". So indica la R*. 

Figura 25. Comparacion entre los dates sobre cantida.l de colageno y area do fibrosis, obtenidos mediante 
las dos tecnicas unhzadas para el estudio de las muestras al final del protecolo 2. En ol eje de abcisas 

anJbi C H n S Va, ° res del 7 fipI l ,e eU,re d area d - f,,,rosis >■ d -ea total, obtenidos media UoS 
anahsis de miagen. En ordenadas se indican lo.s valores del cociente entre los fl g de colageno y 
os mg de proteina te.a 1 obtenidos mediante el anaiisis per espectrofotometrfa de cortes de L d 
tonidos con "Direct Red y Fast Green". So indica la R 2 . (F < 0 001) g 
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Fieura 26 Imagenes representative de los 24 campos obtenidos por microscopia de luz (10X) a partir 
de preparatories de higados de ratas tenidas con rojo sirio. Ratas cirroticas (Cu) al final de la 
induccion de cirrosis con CC1 4 y cirroticas tratadas (Ttd) con el peptido P144 durante el proceso 
de induccion de la cirrosis con CC1 4 . Se tomaron diferentes campos a partir de las preparaciones 
5 procedentes de cada animal (R= rata y C= campo). 

Fifiura 27. Imagenes represent at ivas de los 24 campos obtenidos por microscopia de luz (10X) a partir 
de preparaciones de higados de ratas tenidas con rojo sirio. Ratas cirroticas (Cu) al final de la 
induccion de cirrosis con CCU >' cirroticas tratadas (TtoJ con el peptido P144 durante el proceso 
de induccion de la cirrosis con CCL,. Se tomaron diferentes campos a partir de las preparaciones 
10 procedentes de cada animal (R= rata y C= campo). Se ha utihzado luz polanzada y filtro verde 

con el fin de resaltar las fibras de colageno. 

Fi-iira 28 Comparacion entre los dos grupos de ratas cirroticas no tratadas. Ci, son ratas cirroticas al 
° final de las 12 semanas de induccion de la cirrosis con CCL,, Ci, son ratas cirroticas a las 4 semanas 
■ 5 del final del proceso de induccion de la cirrosis. P=0,016. ordenadas: Area fibrosis/Area total. 
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Listado d<* secueiirias 
<110> Instituto CientiTiro y Tecnologico tie Navarra (TCTN) 
<120> Pe'ptidos inhibidores TGTJi 
<lt>0> 10 

<210> SEQ ID NO: 1 
<211> lo 
< 2 12 > Peptido 
< 2 1 3 > Secuencin artificial 
<220> Dominio 

<223> Procedt ni<" d«- T<"IF.?1. posicion 319-333 

< I00> His Ala Asn Phe Cys Leu Gly Pro Cys Pro Tyr He Trp 

5 10 

Ser Leu 
15 

<210> SEQ ID NO: 2 
<211> 14 
<212> Peptido 
<213> Secuencia artificial 
<220> Dominio 

<223> Procedente de TGF 3l , posicidn 322-335 

<400> Phe Cys Leu Gly Pro Cys Pro Tyr He Trp Ser Leu Asp 

5 10 

Thr 

55 <210> SEQ ID NO: 3 
<211> 12 
<212> Peptido 
<213> Secuencia artificial 
<220> Dominio 
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<223> Deducido como complementario a TGF/?1 , posici6n 731-742 

<400> Thr Ser Leu Asp Ala Thr Met He Trp Thr Met Met 

5 10 

<210> SEQ ID NO: 4 

<211> 15 

<212> Peptido 

<213> Secuencia artificial 

<220> Dominio 

<223> Solapado con la regi6n extracelular del receptor tipo III de rata posicion 
245-259 

<400> Ser Asn Pro Tyr Ser Ala Phe Gin Val Asp He He Val 

5 10 

Asp He 
15 

<210> SEQ ID NO: 5 

<211> 9 

<212> Peptido 

<213> Secuencia artificial 

<220> Dominio 

<223> Modificacion P54 deducido como complementario a TGFJl , posicion 731-742 

<400> Thr Ser Leu Met He Trp Thr Met Met 

5 

<210> SEQ ID NO: 6 

<211> 14 

<212> Peptido 

<213> Secuencia artificial 

<220> Dominio 

<223> Procedente del receptor tipo III humano modificado posicion 729-742 

<400> Thr Ser Leu Asp Ala Ser He He Trp Ala Met Met Gin 
5 10 

Asn 

<210> SEQ ID NO: 7 

<211> 14 

<212> Peptido, 

<213> Secuencia artificial 

<220> Dominio 

<223> Procedente del receptor tipo III humano modificado posici6n 241-254 
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<400> Ser Asn Pro Tyr Ser Ala Phe Gin Val Asp He Thr He 
5 10 

Asp 

<210> SEQ ID NO: 8 

<211> 15 

<212> Peptido 

<213> Secuencia artificial 

<220> Dominio 

<223> Posici6n 247-261 de la Endoglina 

<400> Glu Ala Val Leu He Leu Gin Gly Pro Pro Tyr Val Ser 
5 10 

Trp Leu 
15 



<210> SEQ ID NO: 9 
<211> 15 
25 <212> Peptido 

<213> Secuencia artificial 
<220> Dominio 

<223> Posici6n 445-459 de la Endoglina 

<400> Leu Asp Ser Leu Ser Phe Gin Leu Gly Leu Tyr Leu Ser Pro 
5 10 



30 



:35 



40 



45 



50 



55 



Pro His 
15 

<210> SEQ ID NO: 10 

<211> 23 

<212> Peptido 

<213> Secuencia artificial 

<220> Dominio 

<223> Modificaci6n P12, situaci6n 322-335 de TGF?1 

<400> His Glu Pro Lys Gly Tyr His Ala Asn Phe Cys Leu Gly 
5 10 

Pro Cys Pro Tyr He Trp Ser Leu Asp Thr 
15 20 
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REIVINDICACIONES 

1. Peptidos antagonists de la union de TGF/Jl a sus receptores en el organismo, caracterizados 
por presentar secuencias de aminoacidos parciales identicas o similares a las del propio TGF^l v/o sus 

5 receptores. * ' 

2. Peptide active, de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por poseer la secuencia de ami- 
noacidos SLCJ ID SO A. 

10 noacidre SEQ EDNolf a ° Uerd ° C ° n Ia reivindicaci6n 1 > caracterizado por poseer la secuencia de ami- 
noacidS SEQ mXot ^ reivi,ldicaci6n l < caracterizado por poseer la secuencia de ami- 

noacidoisEQ ID Xot aC " er<l ° C °" '* reh ' indicaci6n l > caracterizado por poseer In secuencia de ami- 

2 „ noacidos' SEQ IDXoJ. aCUerd ° C °" '* reivindi «™" l > caracterizado por poseer la secuencia de ami- 
noarido^SEQ roXO:G C °" ' 3 rdvi,K,icaci6n 1 ' caracterizado por poseer la secuencia de ami- 

2S n oaci<£ ;, SEQ ID XO-L aCU ° r<, ° °° n rHvindicado " 1 ' caracterizado por poseer la secuencia de ami- 
noacidosSEQ FDNOA aClH>rd ° C °" rdvi » di ™ d6 » ' ' ^racteriza«i<» por poseer la secuencia de ami- 

•30 

noandoT SEQ ID XO:9." aC " m, ° C °" '''' rrivi,ldifafi6 » ' caracterizado por poseer la secuencia de ami- 
35 nodddoTsEQ ID XO-lo. "i™*™*" 1 • caracterizado por poseer la secuencia de ami- 

12. Mimotoposde cualquiera de los peptidos activos de las nivindicaciones 1 a II caracteri/a.Ios 
por^ presentar un efecto antagonista similar a los mismos y una mayor vida media en el organTsmo ''ue 



est os 

to 



l l '"tiltzacion de al menos uno de los peptidos activos de las reivindicaciones I a 11 v/o al menos 

uno de sus m.motopos para fabr.car una composicion de aplicacion en enfermedades hepati/as 

14 Utilizacion de al menos un ADX que codifique para al me„os uno de los peptidos activos de las 
45 remndtcaciones 1 a 11 para fahncar una composicion de aplicacidn en enfermedades 1 epaticas que in' , va 
opcionalmente al menos uno de los m.motopos de dichos peptides activos. ' 

rt In! n U,i t liz , aci6, \ de al me " os »» sistema de expresion recoml.inante que codifiqt.e para al menos uno 
de los pepudos activos de las retvntd.cacones 1 a 11 para fahricar una composicion de ap I car ion en 
50 actios hepat ' CaS qUC lnclu > a opcionalmente al menos uno de los mimotopos de dichos peptidos 

es un 6 ad l ;:;ovrr2deScHr d0 " ™ mdi "«*" 15 ' —cterizada porque el sistema recombinante 

55 

es un 7 plasm^ 6 " ^ aCUPrd ° C °" '* rPivimlif ad<5 " 15 > caracterizada porque el sis.ema recomhinan.e 

60 para la ^^cT^ *** « 13 a '« caracterizada porque la aplicacidn es 
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